Aspekte zur Nutzung Sol-Gel-immobilisierter Mikroorganismen in der Umwelttechnik by Pannier, Angela
 
 
 
 
 
 
 
Aspekte zur Nutzung Sol-Gel-immobilisierter 
Mikroorganismen in der Umwelttechnik 
 
 
 
 
Der Fakultät Maschinenwesen 
der 
Technischen Universität Dresden 
zur 
Erlangung des akademischen Grades 
DOKTORINGENIEUR (DR.-ING.) 
vorgelegte Dissertation 
 
 
DIPL.-ING. ANGELA PANNIER 
geb. am 23.12.1980 in Wolfen 
 
 
 
 
 
 
1. Gutachter:   Prof. Dr. rer. nat. habil. Thomas Bley 
                   (Institut für Bioverfahrenstechnik, TU Dresden) 
2. Gutachter:  Prof. Dr. rer.  nat. habil. Wolfgang Pompe 
              (Institut für Werkstoffwissenschaften, TU Dresden) 
 
 
      Tag der Verteidigung:  24.02.2016   
  
1 
 
Abstract 
Im Bereich der Umwelttechnik bieten sich vielversprechende Einsatzmöglichkeiten für Sol-
Gel-immobilisierte Mikroorganismen sowohl für die Entfernung als auch für die Detektion 
von Schadstoffen an. Für einen effizienten Einsatz sind zum einen eine hohe Langzeitaktivität 
und -vitalität der eingebetteten Zellen als auch eine gute Lagerbeständigkeit wichtig. Neben 
einer hohen Makroporosität, die sowohl für einen guten Stoffaustausch mit der Umgebung 
sorgt sowie den Zellen Raum für Zellteilung bietet, ist vor allem auch die Aufrechterhaltung 
der Feuchtigkeit in der Immobilisierungsmatrix während der Immobilisierung, der Lagerung 
und des Einsatzes wichtig. Besonders vorteilhaft hat sich hier eine Immobilisierung in dünnen 
SiO2-Schichten auf Blähtonbruchstücken erwiesen, da dieses Trägermaterial neben einer 
hohen Makroporosität auch ein hohes Wasserspeichervermögen besitzt. Immobilisiert in 
dünnen SiO2-Schichten auf Blähton konnten diverse Schadstoff-abbauende Mikroorganismen 
mehrere Monate auch außerhalb eines flüssigen Mediums unter feuchten Bedingungen 
gelagert werden, ohne dass ihre Abbauleistung erheblich sank. 
Ein weiteres Verfahren um Immobilisierungsmaterialien mit überdurchschnittlich hoher 
Makroporosität bei gleichzeitig hoher Stabilität zu erzeugen, stellt das Freeze-Gelation 
Verfahren dar. Über einen Gefriertrocknungsschritt können hier zudem die zu 
immobilisierenden Zellen in eine trocken lagerfähige Form überführt werden, wodurch 
Handhabung sowie Lagerung und Transport vereinfacht werden. Außerdem kann durch Wahl 
der Einfrierbedingungen und Zugabe von Füllstoffen zu dem SiO2-Sol entscheidend die 
Porenstruktur der Immobilisierungsmatrix beeinflusst und den Anforderungen entsprechend 
eingestellt werden. Allerdings zeigte sich, dass diese Methode nicht für alle Mikroorganismen 
gleichermaßen geeignet ist. Trotz diverser kryoprotektiver Maßnahmen konnte keine 
ausreichende Überlebensrate für sensible Stämme wie Aquincola tertiaricarbonis L108 erzielt 
werden. 
Neben der Erhöhung der Makroporosität der SiO2-Matrix wurde versucht das Sol-Gel-
Verfahren mit einem flexiblen organischen Polymer (Na-Alginat) zu kombinieren, um eine 
Immobilisierungsmatrix mit einem weichen Kern zu erzeugen, der Zellteilung zulässt. Als 
zusätzlicher Vorteil des entwickelten Alginat/SiO2-Hybridmaterials erwies sich, dass dieses 
auch auf einfache Weise mittels Drucktechniken in definierten Spots abgelegt werden kann 
und so die Zellen in Arrays abgelegt werden können. Das Potential dieser Methodik für die 
Entwicklung von Ganzzellsensoren wurde am Beispiel der Grünalge Chlorella vulgaris als 
Modell-Sensorzelle demonstriert und für die Detektion von Atrazin als Modellsubstanz 
eingesetzt.   
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1 Einleitung und Motivation 
Gewässer, Böden und Luft werden durch anthropogene Schadstoffeinträge aus Industrie, 
Landwirtschaft und Haushalt stark beeinträchtigt. In Deutschland und Europa wurden in den 
letzten Jahrzehnten nicht zuletzt durch strengere gesetzliche Vorlagen und Grenzwerte wie 
z. B. die Europäische Wasserrahmenrichtlinie (EU-WRRL), das Bundesimmissionsschutzgesetz 
(BImSchG) und das Bundesbodenschutzgesetz (BBodSchG) erhebliche Fortschritte erzielt. 
Durch Verbesserung der Reinigungsleistung von kommunalen Kläranlagen und Industrie-
anlagen zur Abwasser- und Abgasbehandlung konnten punktuelle Schadstoffeinträge 
erheblich reduziert werden. Einträge aus anderen Quellen, etwa aus der Landwirtschaft, 
bleiben aber weiterhin problematisch. Des Weiteren können trotz technischer Fortschritte 
beim Betrieb von Anlagen, in denen mit umweltgefährdenden Stoffen gearbeitet wird, oder 
bei Gefahrguttransporten Unfälle nicht vollständig ausgeschlossen werden. 
Neben mechanischen und chemisch-physikalischen Reinigungsverfahren hat in der 
Umwelttechnik der Einsatz von Mikroorganismen für biologische Verfahren mittlerweile 
einen festen Platz eingenommen. Vorteil ist, dass durch mikrobielle Abbauvorgänge viele 
organische Schadstoffe oftmals vollständig zu CO2 und H2O abgebaut werden können. Auf 
diese Weise fallen keine Reststoffe an, die auf Sonderdeponien entsorgt werden müssen. 
Biologische Verfahren werden beispielsweise erfolgreich zur Abluftreinigung, zur 
Eliminierung von Stickstoffverbindungen, organischen Reststoffen sowie Phosphaten und 
Nitrat aus Abwässern als auch bei der Sanierung von kontaminierten Gewässer und Böden 
eingesetzt [1, 2]. Oftmals bringt hierbei eine räumliche Fixierung der Mikroorganismen 
(„Immobilisierung“) deutliche Vorteile und eröffnet neue Möglichkeiten der Prozessführung. 
So kann beispielsweise das zu reinigende Wasser oder die zu reinigende Abluft an den 
festsitzenden Mikroorganismen vorbeigeleitet werden, ohne dass diese ausgetragen werden. 
Dies ist vor allem auch für langsam wachsende Mikroorganismen vorteilhaft, die ohne 
Immobilisierung leicht ausgeschwemmt werden würden. Teure Arbeitsschritte wie 
Zellrückgewinnung und Wiederverwendung werden zudem vereinfacht und besser 
handhabbar, da immobilisierte Zellen leichter vom Medium abgetrennt und aufbereitet 
werden können als frei suspendierte Zellen.  
Neben der Schadstoffbeseitigung spielt im Bereich der Umwelttechnik aber auch die 
Detektion von Schadstoffen eine entscheidende Rolle und leistet einen wichtigen Beitrag zur 
Erkennung und Vermeidung von Schadstoffbelastungen. Auch hier gewinnen biologische 
Testsysteme immer mehr an Bedeutung. Im Gegensatz zu konventionellen chemischen und 
enzymatischen Analysemethoden, bei denen die Konzentration von spezifischen 
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Verbindungen gemessen wird, kann mit Hilfe von lebenden Organismen das toxische bzw. 
genotoxische (Schädigung der Erbsubstanz) Potential eines Substrates/Mediums detektiert 
werden. Zudem lassen sich Aussagen bezüglich der Bioverfügbarkeit treffen.  
Bereits heute werden lebende Mikroorganismen vielfältig als biologisches 
Erkennungselement eingesetzt (z. B. Leuchtbakterientest). Durch eine Immobilisierung der 
Mikroorganismen eröffnen sich auch hier neue Anwendungsmöglichkeiten. Durch die 
dadurch vereinfachte Rückhaltung der Sensorzellen wird beispielsweise eine kontinuierliche 
Überwachung (Monitoring) von Wässern leichter handhabbar. Durch Anwendung von 
Drucktechniken können zudem Multi-Spezies-Testsysteme entwickelt werden, bei denen auf 
einem Träger gleichzeitig mehrere unterschiedliche Typen von Sensorzellen räumlich fixiert 
vorliegen. Auf diese Weise kann die Auswirkung eines Analytens an mehreren Stämmen 
gleichzeitig parallel untersucht werden. Durch die Verwendung von gentechnisch 
modifizierten Mikroorganismen können zudem das analytische Spektrum sowie die 
Empfindlichkeit entscheidend erweitert werden. Allerdings sind die 
Anwendungsmöglichkeiten der zielgerecht maßgeschneiderten Mikroorganismen zum Teil 
noch eingeschränkt, da gentechnisch modifizierter Zellen nur in geschlossenen Systemen 
angewendet werden dürfen und ein Austritt in die Umwelt verhindert werden muss. Werden 
gentechnisch modifizierten Mikroorganismen jedoch so eingekapselt, dass ein Austreten der 
Zellen ausgeschlossen werden kann, wäre prinzipiell auch ein Einsatz außerhalb eines S1-
Labors denkbar. 
Eine Zellimmobilisierung bietet somit sowohl für den Schadstoffabbau als auch für den 
Einsatz in der Umweltanalytik gewisse Vorteile. Es existieren verschiedene Wege, lebende 
Zellen zu immobilisieren. Die einfachste Form ist der Aufwuchs auf einem Trägermaterial. 
Die selbstständige Besiedlung der Oberfläche ist zwar sehr schonend für die 
Mikroorganismen, jedoch benötigt sie relativ viel Zeit. Zudem sind nicht alle 
Mikroorganismen gleichermaßen befähigt, einen Biofilm zu bilden [3, 4]. Ein weiterer 
Nachteil ist die oftmals relativ schwache Bindung, so dass die Mikroorganismen leicht 
ausgewaschen werden können [5, 6]. Eine weitere Form der Immobilisierung ist die 
chemische Quervernetzung (z. B. mittels Glutaraldehyd). Diese Methode wird jedoch fast 
ausschließlich für die Immobilisierung von Enzymen oder abgetöteten Zellen mit intaktem 
Enzymsystem eingesetzt und ist für lebende Zellen aufgrund der schlechten Biokompatibilität 
eher ungeeignet [7]. Eine weit verbreitete Form der Zellimmobilisierung ist die 
Einschlussimmobilisierung. Hier werden die Zellen in eine Matrix eingebettet 
(„Matrixeinschluss“). In der Regel handelt es sich hier um ein Hydrogel, welches aus einem 
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Polymernetzwerk mit einem hohen Wasseranteil besteht. Neben Gelen aus organischen, 
natürlichen Polymeren (z. B. Na-Alginat, Chitosan, Kollagen) bzw. synthetischen Polymeren 
(z. B. Polyvinylalkohol) hat das Sol-Gel-Verfahren, mit dessen Hilfe anorganische Gele 
hergestellt werden können, zunehmend an Bedeutung gewonnen [8–10]. Als 
Ausgangsmaterial kommen hier hauptsächlich kolloidale Dispersionen („Sole“) aus 
Siliciumdioxid (SiO2)-Nanopartikeln zum Einsatz. Durch Polymerisationsreaktionen werden 
die Nanopartikel untereinander vernetzt und die zu immobilisierenden Zellen in das sich 
ausbildende drei-dimensionale Netzwerk eingeschlossen. Solche biologisch aktiven keramik-
ähnlichen Kompositmaterialien (biologically active ceramic-like composites = biocers) [8] 
weisen mehrere Vorteile auf, wie z. B. eine hohe chemische, mechanische, thermische und 
photochemische Stabilität, eine vernachlässigbare Quellung in Flüssigkeiten sowie eine hohe 
Beständigkeit gegenüber einem mikrobiellen Angriff [8]. In Abhängigkeit von den 
Herstellungsbedingungen besitzen sie zudem meist eine hohe optische Transparenz. Dies ist 
vor allem für die Immobilisierung von photosynthetisch aktiven Mikroorganismen bzw. für 
optische Biosensoranwendungen interessant. Darüber hinaus besitzen anorganische SiO2-
Matrizen in der Regel eine hohe Porosität, die über einen weiten Bereich eingestellt und den 
gewünschten Anforderungen angepasst werden kann. Zudem bietet das Sol-Gel-Verfahren ein 
breites Spektrum an applikativen Formen, so dass leicht Trägermaterialien diverser 
Geometrien beschichtet, aber auch Gelkörper, Granulate und Pulver hergestellt werden 
können. 
 
1.1 Zielstellung der Arbeit 
Neben den vielen Vorteilen, die eine Zellimmobilisierung prinzipiell bietet, führt eine 
Immobilisierung jedoch oftmals zu einer verringerten Zellvitalität, einem limitierten 
Stoffaustausch sowie einer eingeschränkten Möglichkeiten der Zellteilung in der 
Immobilisierungsmatrix [5]. Oftmals sind immobilisierte Zellen zudem nicht über längere 
Zeiträume hinweg lagerfähig [8, 11]. Vor allem eine Lagerung außerhalb eines flüssigen 
Mediums ist problematisch und führt aufgrund von Austrocknungseffekten oft zu einem 
gravierenden Vitalitäts- und Aktivitätsverlust der immobilisierten Zellen. Alternativ zu einer 
Lagerung unter feuchten Bedingungen wäre zudem eine Lagerung und Handhabung unter 
trocknen Bedingungen von besonderem Interesse, da hierdurch zum einen Kosten für 
Lagerung und Transport gesenkt werden könnten und zum anderen Biofouling-Probleme 
vermieden werden würden. 
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen somit Strategien entwickelt und optimiert werden, 
um zum einen die Langzeitaktivität und -vitalität mittels der Sol-Gel-Technik eingebetteter 
Zellen sicherzustellen und zum anderen eine Langzeit-Lagerung außerhalb eines flüssigen 
Mediums ohne signifikanten Aktivitätsverlust zu ermöglichen.  
Als weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit sollen Drucktechniken entwickelt werden, um 
mittels des Sol-Gel-Verfahrens Mikroorganismen in stabilen, ortsfesten Zell-Arrays für 
Biosensoranwendungen zu immobilisieren. Die Zellen sollen effektiv zurückgehalten werden, 
so dass die Immobilisate auch in (Mikro-)Fluidiksystemen eingesetzt und ggf. auch mehrfach 
für Toxizitätstest verwendet werden können. 
 
Die Hauptzielstellungen der vorliegenden Arbeit können also folgendermaßen 
zusammengefasst werden: 
 Zielstellung 1: Erhalt der Langzeitaktivität immobilisierter Zellen 
 Zielstellung 2: Ermöglichung der Lagerung außerhalb eines flüssigen Mediums, z. B. 
(a) in einer feuchten Atmosphäre (z. B. Feuchtkammer), bzw. 
(b) unter trocknen Bedingungen. 
 Zielstellung 3: Nutzung von Drucktechniken zur Ablage von Zellen in definierten  
    Arrays für Biosensoranwendungen. 
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2 Grundlagen 
2.1 Sol-Gel-Verfahren  
Das Sol-Gel-Verfahren ist eine nasschemische Synthesemethode, die ursprünglich für die 
puderfreie Verarbeitung von Gläsern und Keramiken entwickelt wurde [12]. Im Gegensatz zu 
herkömmlichen Techniken, bei denen mit hohen Temperaturen gearbeitet wird, um 
Schmelzprozesse zu realisieren, kann mit Hilfe des Sol-Gel-Verfahrens auch bei 
Raumtemperatur und Normaldruck gearbeitet werden. Dies ermöglicht eine Verbindung von 
anorganischen Oxiden (meist Siliciumdioxid, SiO2) mit temperaturempfindlichen Materialien 
wie zum Beispiel Textilien, Holz und sogar Biomolekülen und lebende Zellen. 
Als Ausgangsmaterial wird ein flüssiges „Sol“ (kolloidale Lösung anorganischer 
Oxidpartikel, beispielsweise SiO2-Nanopartikel) verwendet. Dies ermöglicht die einfache 
Herstellung auch in größerem Maßstab von Filmen und Formkörpern. Durch Initiierung von 
Kondensationsreaktionen (Polymerisation) kommt es zu einer drei-dimensionalen Vernetzung 
der Solpartikel und der Ausbildung eines „Gels“ mit Festkörpereigenschaften. Der gesamte 
Prozess wird daher allgemein als „Sol-Gel-Prozess“ bezeichnet [10]. 
 
2.1.1 Geschichte des Sol-Gel-Verfahrens 
Erstmalig wurde die Möglichkeit, aus Siliciumalkoxiden einen Feststoff herzustellen, 1846 
von Ebelmen beschrieben [13]. Er beobachtete, wie das Alkoxysilan Tetraethoxysilan (TEOS) 
unter dem Einfluss von Luftfeuchtigkeit langsam hydrolysiert und sich von einer klaren 
Flüssigkeit in einen transparenten Festkörper umwandelt. Industriell wurde das Verfahren 
ungefähr 100 Jahre später in den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts zum ersten Mal von den 
Schott Glaswerken zur Veredelung von Gläsern genutzt [14]. Alsbald wurde das Sol-Gel-
Verfahren auch in anderen Bereichen eingesetzt. Bedingt durch die zahlreichen 
Modifikationsmöglichkeiten (siehe auch Abschnitt 2.1.4) besteht ein breites Anwendungsfeld, 
wie beispielsweise:  
- Herstellung von Gläsern, Oxiden und oxidischen Schutzschichten 
- Erzeugung kratzfester, schmutzabweisender und entspiegelter Oberflächen (z. B. 
Brillengläser, Glasfassaden) 
- Darstellen von Mischoxiden für die Supra- und Halbleitertechnik 
- Korrosions-/UV-Schutzschichten (z. B. für Holz) 
- Verwendung in der Ultra-Filtrationstechnik (z. B. Einsatz als Molekularsieb, 
Ionenaustauscher) 
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- Einbettung von Farbstoffen und Wirkstoffen (z. B. farbige Beschichtung für Gläser, 
antimikrobielle Ausrüstung von Oberflächen) 
- Erzeugung photokatalytisch aktiver Schichten auf Basis von Titandioxid (TiO2). 
 
Da bei dem Sol-Gel-Verfahren mit niedrigen Temperaturen sowie wässrigen Lösungsmitteln 
und milden pH-Bedingungen gearbeitet werden kann [15–17], ist es möglich mittels dieses 
Verfahrens organische Moleküle und sogar lebende Zellen in glasartigen Matrizen 
einzubetten und auf diese Weise biologisch aktive keramik-ähnliche Kompositmaterialien 
(biologically active ceramic-like composites = biocers) [8] herzustellen. Erste Versuche, 
Biomoleküle wie Enzyme mittels des Sol-Gel-Verfahrens zu immobilisieren, stammen aus 
den 1950er Jahren [18]. Allerdings wurde erst mit der Veröffentlichung von Braun et al. im 
Jahr 1990 [19] die Forschung auf diesem Gebiet signifikant vorangetrieben [9]. In dieser 
Veröffentlichung beschreiben Braun und seine Kollegen die Eigenschaften von verschiedenen 
in Sol-Gel-Matrizen eingeschlossenen Enzymen. Seitdem wurde das Verfahren für die 
Immobilisierung von Antikörpern, Nukleinsäuren, Phospholipiden und Polysacchariden 
eingesetzt [9, 20]. 
In den achtziger Jahren wurden erstmals lebende Hefezellen von Glad und seinen 
Mitarbeitern [21] in auf Aminopropylsilan-basierenden Sol-Gel-Matrizen immobilisiert. 
Allerdings wurde dabei die Lebensfähigkeit und Bioaktivität der eingebetteten Zellen nicht 
untersucht. In den späten Achtzigern und frühen Neunzigern zeigten Carturan und seine 
Kollegen [22], dass die Bioaktivität von in SiO2-Matrizen eingebetteten Hefezellen 
(Saccharomyces cerevisiae) erhalten bleibt. Seit dieser Pionierarbeit wurde eine Vielzahl von 
lebenden Zellen wie Bakterien [8, 23], Pilze [22], Mikroalgen [24], Flechten, pflanzliche [25] 
und sogar tierische Zellen [26] erfolgreich in SiO2-Matrizen eingebettet. 
 
Zahlreiche Studien zur Immobilisierung von lebenden Zellen mittels der Sol-Gel-Technik in 
SiO2-Matrizen haben gezeigt, dass sich vielversprechende Anwendungsmöglichkeiten in 
medizinischen sowie umwelt- und biotechnologischen Bereichen bieten [8, 9, 10, 27–29, 30]. 
Auf dem Gebiet der Umwelttechnologie wurden beispielsweise Sol-Gel-immobilisierte 
Bakterien, Pilze und Algen sowohl für den mikrobiologischen Abbau von Schadstoffen [31–
36] als auch für die Biosorption und Bioakkumulation von Schwermetallen eingesetzt [37–
41].  
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Ein weiteres interessantes Einsatzgebiet für biologisierte Sol-Gel-Keramiken ist neben der 
Schadstoffentfernung die Schadstoffdetektion. Mittels der Sol-Gel-Technik fixierte 
Mikroorganismen werden hierbei als biologisches Erkennungselement verwendet, um die 
Bioverfügbarkeit als auch die Toxizität von Substanzen in Natur und Umwelt abzuschätzen 
[24, 42–45]. 
 
2.1.2 Chemische Grundlagen des Sol-Gel-Verfahrens 
Bei dem Sol-Gel-Verfahren wird zunächst aus Lösungen einer monomeren Produktvorstufe 
(„Prekursor“ beispielsweise Siliciumalkoxide, siehe Abschnitt 2.1.3) durch Hydrolyse- und 
Kondensationsschritte eine kolloidale Dispersion („Sol“) hergestellt (siehe Abbildung 1).  
 
 
Abbildung 1: Grundprinzip des Sol-Gel-Prozesses. 
 
In dem Sol liegen feste Solpartikel (beispielsweise SiO2-Nanopartikel) dispergiert vor, so dass 
keine oder nur geringe Wechselwirkungen zwischen ihnen existieren [46]. Die Solpartikel 
sind somit inkohärent und berühren sich nicht und setzen sich - im Gegensatz zu 
Suspensionen - nicht ab. Der Teilchendurchmesser liegt im Größenbereich zwischen 1 und 
100 nm [20]. Durch weitere Kondensationsreaktionen (Polymerisation) kommt es zu einer 
drei-dimensionalen Vernetzung der Solpartikel im Lösungsmittel und der Ausbildung eines 
Gels mit Festkörpereigenschaften. Der Übergang des flüssigen Sols in ein festes Gel 
beschreibt die „Sol-Gel-Transformation“ (siehe Abbildung 1). Das sich ausbildende Gel 
besteht aus einer festen Phase, dem drei-dimensionalen Gelgerüst, und der eingeschlossenen 
flüssigen Phase und man spricht von einem „Lyogel“ bzw. von einem „Hydrogel“, wenn es 
sich bei dem eingeschlossenen Lösungsmittel hauptsächlich um Wasser handelt [47]. 
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Ein vor dem Gelierungsprozess in das Sol eingebrachtes Material (z. B. lebende Zellen) wird 
innerhalb des sich ausbildenden drei-dimensionalen Netzwerkes eingeschlossen, so dass es 
homogen verteilt in dem sich ausbildenden Hydrogel vorliegt (siehe Abbildung 1).  
Auch nach Erreichen des Gelierungspunktes läuft die Kondensationsreaktion weiter ab und es 
kommt zu einer immer stärkeren Vernetzung der Nanopartikel. Die fortgesetzte 
Kondensationsreaktion wird gemeinhin als „Alterung“ des Gels bezeichnet [20].  
 
2.1.3 Prekursoren (Vorläufermaterialien) 
Als Ausgangspunkt der Synthese eines Sols können prinzipiell verschiedene Prekursoren 
dienen, wie beispielsweise wässrige Kieselsole (z. B. Natriumsilikat) sowie lösliche Oxide 
oder Alkoxide von glasbildenden Verbindungen wie SiO2, TiO2, ZrO2 oder Al2O3 [20]. Für 
die Einbettung lebender Zellen werden jedoch hauptsächlich auf SiO2 basierende Sole (z. B. 
wässrige Kieselsole und Siliciumalkoxide) eingesetzt [28]. Dies liegt u. a. daran, dass diese 
während der Hydrolyse weniger reaktiv sind und sich dadurch die Sol-Gel-Synthese in 
wässrigen Medien besser steuern lässt [16]. Des Weiteren läuft die Kondensationsreaktion 
und Sol-Gel-Transformation leichter unter neutralen, zellkompatiblen pH-Bedingungen ab. 
Weiterhin spricht dafür, dass die meisten anderen Metallsalze in den für die Gelbildung 
erforderlichen Konzentrationsbereichen zytotoxisch wirken [48]. Im Nachfolgenden sind die 
Grundprinzipien der Sol-Gel-Chemie daher für SiO2 dargestellt. 
 
Die Sol-Gel-Transformation basiert grundlegend auf der Kondensationsreaktion von 
Orthokieselsäure (Monokieselsäure) Si(OH)4 in wässrigen Medien. Um die für den Sol-Gel-
Prozess benötigte Orthokieselsäure zu gewinnen, kommen grundsächlich zwei verschiedene 
Arten von Prekursoren zum Einsatz: 
(1) Alkoxysilane (Siliciumalkoxide), vgl. Abschnitt 2.1.3.1) bzw. 
(2) Alkalisilikate/Wasserglas (Kalium- oder Natrium-Salze der Kieselsäure) vgl. 
Abschnitt 2.1.3.2. 
Um die Eigenschaften der resultierenden Gelmatrix zu beeinflussen, können auch 
verschiedenen Prekursoren miteinander kombiniert werden. 
 
2.1.3.1 Alkoxysilane (Siliciumalkoxide) 
Als Prekursor für die Synthese eines SiO2-Sols werden häufig Siliciumalkoxide 
(Alkoxysilane) der Form Si(OR)4 (siehe Abbildung 2) eingesetzt, wobei die Alkylgruppen R 
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über Sauerstoff an das Silicium gebunden sind. Die am häufigsten für die Sol-Gel-Synthese 
verwendeten Tetraalkoxysilane sind dabei Tetramethoxysilan (TMOS) und Tetraethoxysilan 
(TEOS).  
 
Abbildung 2: Strukturformeln von Tetraalkoxysilan (allgemeine) sowie von Tetramethoxysilan und 
Tetraethoxysilan (modifiziert nach [49]). 
 
Die eigentliche Reaktion des Sol-Gel-Prozesses läuft in zwei Schritten ab (siehe Abbildung 
3). Im ersten Schritt – der Hydrolyse – werden durch die Reaktion mit Wasser die 
Alkoholatgruppen (-OR) unter Abspaltung von Alkohol (ROH) durch OH-Gruppen ersetzt. 
Dafür werden die Alkoxysilane mit Wasser und, bei Bedarf, mit dem dazugehörigen Alkohol 
(bspw. Methanol bei TMOS und Ethanol bei TEOS) gemischt. Da diese Reaktion im 
Neutralen sehr langsam abläuft, wird in der Regel ein Katalysator (Säure oder Base) 
hinzugegeben, um die Hydrolysereaktion zu beschleunigen. Bei vollständig ablaufender 
Hydrolyse entsteht Orthokieselsäure. Die gebildeten Hydrolysate sind unbeständig und 
reagieren sofort weiter. Im zweiten Schritt - der Kondensationsreaktion bzw. 
Polymerisationsreaktion - kommt es so zu einer Vernetzung der Silanolgruppen (Si-OH) über 
Siloxanbrücken (Si-O-Si). 
 
 
Abbildung 3: Grundprinzip der Bildung eines SiO2-Sols aus Alkoxysilanen.  
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Als Nebenprodukte wird dabei Wasser bzw. – bei zuvor unvollständig abgelaufener 
Hydrolysereaktion – Alkohol freigesetzt. Die drei noch freien OH-Gruppen können mit 
weiteren Kieselsäuremolekülen kondensieren. Es kommt zur Ausbildung und Wachstum von 
Nanopartikeln und Oligomeren, die aufgrund ihrer Größe im Nanometerbereich 
(typischerweise 1-100 nm [20]) zunächst feinst verteilt (dispergiert) im Lösungsmittel 
vorliegen. Die so entstandene kolloidale Dispersion (SiO2-Sol) ist durch die geringe 
Wechselwirkung der Nanopartikel untereinander in der Regel über mehrere Wochen und 
Monate hinweg stabil (bei gleichbleibendem pH-Wert und evtl. kühler Lagerung). Grund für 
die Stabilisierung ist die Ausbildung einer geladenen Oberflächenschicht im Sauren bzw. im 
Basischen durch OH- bzw. H+. Durch die wirkenden Abstoßungskräfte der Oberflächenladung 
wird eine Aggregation der Nanopartikel verhindert („Stern-Potential“) (Abbildung 4) [46]. 
Durch beispielsweise pH-Wert-Änderung kann die stabilisierende Oberflächenladung 
neutralisiert werden und es kommt spontan zu einer drei-dimensionalen Vernetzung der SiO2-
Nanopartikel (Abbildung 4B). 
Zunächst bilden sich isolierte Partikelkluster aus. Im Laufe der Zeit steigt der Anteil an 
umschlossenem Dispersionsmittel und die Viskosität nimmt schnell zu, bis schließlich die 
Partikelketten die gesamte Flüssigkeit durchziehen, so dass die Viskosität gegen unendlich 
steigt und sich ein Gel mit Festkörpereigenschaften ausbildet [20]. Das eingeschlossene 
Lösungsmittel verhindert dabei das Zusammenfallen der festen Phase. Es stellt somit ein 
Templat für die sich bildende Struktur dar.  
 
 
Abbildung 4: Gelbildungsprozess durch Destabilisierung des Sols. (A) Stern-Potential und elektrostatische 
Stabilisierung. (B) Destabilisierung durch Veränderung des pH-Wertes mit anschließender Gelbildung. E = freie 
Enthalpie des Systems, rk = kritischer Radius (modifiziert nach [46]). 
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Der Zeitpunkt der Gelbildung ist nicht nur abhängig vom pH-Wert, sondern auch von anderen 
Parametern, wie z. B. dem Feststoffgehalt (Konzentration an SiO2-Nanopartikeln im Sol), der 
Temperatur und dem Salzgehalt des Sols. Die Gelbildung kann somit über mehrere Wege 
initiiert werden. Die jedoch am meisten genutzte Methode – vor allem für die 
Immobilisierung von lebenden Zellen – ist die Änderung des pH-Wertes.  
Zur Zellimmobilisierung wird somit das SiO2-Sol neutralisiert, einerseits, um eine bessere 
Zellkompatibilität zu erreichen und zum anderen, um die Sol-Gel-Transformation zu starten. 
Sobald der pH-Wert eingestellt und die Zellsuspension hinzugegeben wurde, läuft die 
Gelbildung in der Regel relativ schnell ab (wenige Minuten bis Stunden) [50] und die Zellen 
werden dabei in das sich formende Gelnetzwerk eingeschlossen. 
Durch den Ablauf des Sol-Gel-Prozesses in zwei Schritten (säure- bzw.- basenkatalysierte 
Hydrolyse mit nachfolgender Neutralisation bzw. Pufferung) wird die Einbettung pH-
empfindlicher Stoffe (z. B. Biomoleküle, Enzyme) und lebender Zellen möglich [20, 48]. 
Durch die Kontrolle der Kinetik der Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen ist es möglich 
die Struktur und die Eigenschaften der resultierenden Gelmatrix zu beeinflussen. Vor allem 
über die Auswahl des Katalysators (sauer oder basisch) kann die Natur und die Verfügbarkeit 
der hydroxylierten Silanolgruppen kontrolliert werden [51], wodurch die 
Kondensationsreaktion und somit das sich ausbildende Gelnetzwerk beeinflusst werden kann.  
Brinker und Scherer [15] haben den Einfluss des pH-Wertes auf die Struktur und 
Morphologie von SiO2-Gelen ausführlich beschrieben. Unter sauren Bedingungen werden 
hauptsächlich kettenförmige, teilweise leicht verzweigte Polymere gebildet, die zu einer 
Ausbildung von dichten mikroporösen Gelen (Porengröße kleiner 2 nm) führen. Im Basischen 
entstehen hingegen eher kugelförmige Nanopartikel aus kompakten, hochverzweigten 
Silikatklustern. Das sich hier ausbildende Gelnetzwerk ist somit eher durch große Teilchen 
und größere Poren geprägt (mesoporöses Gel mit Porengröße zwischen 2 – 50 nm) [10].  
Da die Porosität eine entscheidende Rolle im Stoffaustausch der immobilisierten Zellen mit 
dem umgebenden Medium spielt, stellt die Möglichkeit der Regulierung der Porosität eine 
interessante Eigenschaft von Sol-Gel-Matrizen dar.  
Ein bereits erwähnter Nachteil bei der Verwendung von Alkoxysilanen als Prekursor für die 
Sol-Gel-Immobilisierung von Mikroorganismen ist, dass während der Hydrolyse- und 
Kondensationsreaktion Alkohol (z. B. Methanol im Fall von TMOS bzw. Ethanol bei 
Verwendung von TEOS) freigesetzt wird. Dieser Alkohol ist zunächst in dem Sol als auch in 
der sich später bildenden Gelmatrix präsent. Je nach eingesetzter Menge an Prekursoren ist 
die Menge an Alkohol hoch. Oft können jedoch bereits kleine Spuren von Alkohol 
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schädigend auf die zu immobilisierenden Zellen wirken. Werden die Zellen in dünnen 
Schichten immobilisiert, ist die Abführung des Alkoholes nicht unbedingt notwendig, da hier 
der Alkohol sehr schnell verdunsten kann. Für die Herstellung von dickeren Filmen und 
Gelkörpern ist es jedoch ratsam, den Großteil des Alkohols aus dem SiO2-Sol zu entfernen. 
Der Alkohol kann beispielsweise vor der Zugabe der Zellen zu dem Sol ausgedampft werden, 
indem Luft durch das Sol geblasen wird [8, 37]. Allerdings läuft der erste Schritt der Sol-
Synthese (die Hydrolyse) oftmals unvollständig ab, so dass es auch in Anwesenheit der Zellen 
während der Sol-Gel-Transformation und Alterung der Gele zur Abgabe von Alkohol 
kommen kann [10, 52]. Um die Anwesenheit von Alkohol komplett zu verhindern, ist es 
möglich, anstatt eines Alkoxysilans Natrium- bzw. Kaliumsilikat als Basis zur Herstellung 
von wässrigen SiO2-Solen zu verwenden. Diese Möglichkeit wird im nachfolgenden 
Abschnitt näher beschrieben.  
 
2.1.3.2 Alkalisilikate 
Als Ausgangspunkt für die Synthese eines SiO2-Sols können alternativ zu den Alkoxysilanen 
auch die Salze der Orthokieselsäure (Alkalisilikate) eingesetzt werden. Die wasserlöslichen 
Alkalisilikate werden durch Schmelzen von Quarz mit Natrium- oder Kaliumcarbonat 
gewonnen. Sie werden auch Wasserglas genannt (in Wasser gelöstes Alkalisilikat). Je 
nachdem, ob überwiegend Natrium- oder Kaliumsilikate enthalten sind, spricht man von 
Natronwasserglas oder Kaliwasserglas. 
Sie sind sowohl in fester Pulverform als auch als gebrauchsfertige wässrige, kolloidale Sole 
erhältlich. Vor allem auch im Vergleich zu den Alkoxysilanen stellen die Alkalisilikate einen 
preiswerten Rohstoff dar und sind somit in großen Mengen zu niedrigen Preisen erhältlich. 
Dies macht sie für technische Anwendungen besonders interessant. Eine große Auswahl an 
kommerziellen Solen mit unterschiedlichen Feststoffgehalten, Partikelgrößen (auch 
monodispers) und Oberflächenmodifikationen können von verschiedenen Herstellern bezogen 
werden (z. B. Ludox® von Du Pont, Nyacol® von Akzo Nobel).  
Im Gegensatz zu auf Alkoxysilanen basierenden Solen enthalten kolloidale Lösungen der 
Alkalisilikate von Beginn an Kieselsäure Si(OH)4 sowie deren Oligomere. Da die Si-OH-
Gruppen somit bereits vorhanden sind, ist der Hydrolyseschritt nicht erforderlich. Sobald der 
pH-Wert des Sols neutralisiert ist, setzt in der Regel eine schnelle Gelnetzwerkbildung ein. 
Allerdings enthalten diese Sole hohe Salzkonzentrationen an Alkalimetallen (Na+ bzw. K+), 
so dass es – je nach Empfindlichkeit der einzubettenden Mikroorganismen – notwendig sein 
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kann, die Salzkonzentrationen durch Dialyse bzw. mittels Ionenaustauscher vor der 
Immobilisierung zu reduzieren.  
 
2.1.4 Modifizierungsmöglichkeiten der SiO2-Matrix 
Neben der Wahl der Hydrolyse- und Kondensationsbedingungen (pH-Wert, Art des 
Katalysators, Konzentration anwesender Salze, Temperatur, Reaktionszeit, Art und 
Konzentration des Prekursors), kann die endgültige Struktur und Eigenschaft der 
resultierenden SiO2-Matrix auch durch chemische bzw. physikalische Modifikation weiter 
beeinflusst werden. Hydrophobie/Hydrophilie, Oberflächenladung sowie Porosität können so 
gezielt eingestellt werden. Auf diese Weise können beispielsweise Diffusions- und 
Adsorptionseigenschaften der SiO2-Matrix variiert werden. Aber auch die Gegenwart der 
eingebetteten Zellen selbst führt bereits zu einer Veränderung der spezifischen Oberfläche 
und des Porengerüstes. 
 
2.1.4.1 Chemische Modifizierung 
Alkoxysilane können chemisch modifiziert werden, indem eine oder mehrere 
Alkoholatgruppen (-OR) durch funktionelle Gruppen (-R‘) substituiert werden (Abbildung 5), 
wobei R‘ beispielsweise eine Alkyl-, Alkylamino-, Alkylepoxy- oder Alkylmercaptogruppe 
sein kann. Je nach Anzahl der modifizierten Gruppen können so mono-, di- und tri-
funktionalisierte Alkoxysilane entstehen. Da die kovalente Si-C-Bindung nicht durch 
Hydrolyse gespalten werden kann, bleiben die funktionellen R‘-Gruppen in der resultierenden 
anorganischen Matrix erhalten [10]. Für die Funktionalisierung von SiO2-Matrizen werden am 
häufigsten mono-funktionalisierte Alkoxysilane (allein oder in Kombination mit 
unmodifizierten Tetraalkoxysilanen) eingesetzt. Durch die drei zur Verfügung stehenden 
Alkoxysilangruppen kann hier leicht ein stabiles drei-dimensionales Netzwerk ausgebildet 
werden. Im Vergleich zu den unmodifizierten Tetraalkoxysilanen ist jedoch der Grad der 
Verknüpfung reduziert, da eine Koordinationsstelle mit der funktionellen Gruppe R‘ besetzt 
ist.  
Durch die chemische Modifizierung der SiO2-Sole erhält man eine Silikatmatrix mit neuen 
Eigenschaften und Funktionen. Die Hydrophobie kann beispielsweise durch die Einbindung 
von Alkylgruppen gesteigert werden, wobei prinzipiell gilt: je länger die Alkylgruppe, desto 
höher die erreichbare Hydrophobie [38]. 
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Abbildung 5: Möglichkeiten der chemischen Modifizierung von SiO2 durch funktionelle Silane. 
 
Kationische Gruppen können bspw. über die chemische Modifizierung mittels Alkylamino-
gruppen eingebracht werden (siehe Abbildung 6). Die freien NH2-Gruppen ermöglichen 
weitere Reaktionen. So kann beispielsweise mit Hilfe amino-funktionalisierter SiO2-Sole 
negativ geladenes Na-Alginat zu stabilen Alginatgelen vernetzt werden. Auf diese Weise 
können Alginat/SiO2-Hybridgele erzeugt werden, welche im Vergleich zu klassischen Ca-
Alginatgelen eine deutlich erhöhte Stabilität in salzhaltigen Lösungen aufweisen (siehe 
Abschnitt 4.4 bzw. [Pannier et al. 2012a]).  
 
 
 
Abbildung 6: (A) Aminosilan (Aminopropyltrimethoxysilan, APS) und (B) Diaminosilan (N-(2-Aminoethyl)-3-
aminopropyltrimethoxysilan). 
 
2.1.4.2 Physikalische Modifizierung 
Eine weitere Möglichkeit, die resultierende Gelmatrix zu beeinflussen, stellt die physikalische 
Modifizierung durch Zugabe von Zusatzstoffen wie Fasern, keramischen Pulver oder anderen 
Stoffen dar. So können dem SiO2-Nanosol beispielsweise wasserunlösliche Füllstoffe (z. B. 
Aluminiumoxid, Graphit) zugesetzt werden, welche während der Gelbildung mit in die drei-
dimensionale Matrix fest eingebunden werden. Dadurch kann z. B. die mechanische 
Festigkeit entscheidend erhöht werden [20, 53]. Auch ist es möglich, dem SiO2-Sol 
porenbildende Substanzen (z. B. Sorbitol) zuzugebend, welche strukturdirigierend wirken und 
nach der Gelierung wieder aus der Matrix herausgelöst werden können [8, 53]. 
OCH3
(CH2)3H3CO Si
OCH3
NH2
OCH3
(CH2)3H3CO Si
OCH3
NH (CH2)2
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NH2
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2.1.4.3 Organisch-anorganische Hybridmaterialien  
Auch ist die Kombination der Sol-Gel-Technik mit organischen Polymeren möglich. 
Verschiedene Biopolymere, wie z. B. Alginat [26, 44, 54, 55], Carrageen [35], Kollagen [56, 
57] und Gelatine [34, 58, 59], sowie synthetische Polymere, wie z. B. Poly(vinylalkohol) [60], 
wurden bereits mit der Sol-Gel-Technik kombiniert, wobei Alginat/SiO2-Hybridmaterialen zu 
den am häufigsten untersuchten Kombinationen zählen. 
Vorteil organischer-anorganischer Hybridmaterialien ist, dass durch die Zugabe elastischer 
Polymere zu dem SiO2-Sol tendenziell der schädigende Druck auf die eingekapselten Zellen 
durch das sich ausbildende SiO2-Netzwerk abgeschwächt werden kann [9]. Außerdem wird 
durch geschickte Kombination von SiO2-Sol mit flexiblen, organischen Polymeren Zellteilung 
innerhalb der Immobilisierungsmatrix möglich [54, 55]. Durch die Vernetzung der SiO2-
Nanopartikel über Kondensationsreaktionen wird der organisch-anorganischen Hybridmatrix 
dabei chemische und mechanische Stabilität gegeben. 
Da Alginat/SiO2-Hybridmaterialien einen Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bilden, 
werden im nachfolgenden Abschnitt die Möglichkeiten der Herstellung dieser Hybridmatrizen 
näher beschrieben. 
 
2.1.4.4 Alginat/SiO2-Hybridmaterialien  
Das aus der Zellwand von Braunalgen gewonnene anionische Polysaccharid Na-Alginat wird 
aufgrund seiner hohen Biokompatibilität, seiner leichten Handhabbarkeit und den milden 
Gelierungsbedingungen häufig für die Einkapselung von lebenden Zellen verwendet [61–64]. 
Eine der bedeutendsten Methoden der Herstellung von Gelen aus Na-Alginat ist die ionotrope 
Gelbildung durch das zweiwertige Kation Calcium (Ca2+). Durch einfaches Eintropfen einer 
Suspension aus Zellen und Na-Alginat in z. B. eine Lösung aus CaCl2 können Zellen leicht in 
Ca-Alginatkugeln eingebettet werden. Jedoch weisen Ca-Alginatgele generell eine geringe 
Stabilität in üblichen biologischen Puffern und Medien auf. In Gegenwart von Chelatbildnern 
(z. B. Phosphaten und Citraten) und einwertigen Ionen wie Na+ und K+ werden die für die 
ionotrope Gelbildung notwendigen Ca2+-Ionen leicht wieder aus der Gelmatrix herausgelöst 
[33, 54, 63], so dass dadurch die Quervernetzung des Alginatgels reduziert wird bis hin zur 
Destabilisierung der Alginat-Matrix. Es kommt dann zu einer osmotischen Schwellung der 
Gel-Matrix. Dies kann zum Herauslösen der immobilisierten Zellen bis hin zum vollständigen 
Zerfall des Alginatgel-Netzwerkes führen. Aus diesem Grund können reine Ca-Alginatgele 
nicht für längere Zeit in wässrige Lösungen eingesetzt werden [33, 54]. 
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Es existieren bisher unterschiedliche Strategien, um die Stabilität der Alginat-Matrix zu 
erhöhen, wie z. B.: 
- Verstärkung des Ca-Alginatgels durch zusätzliche Quervernetzung mit Polykationen, 
wie z. B. Poly-L-Lysin oder Poly(ethylenimin) [65, 66] sowie 
- Ionotrope Gelbildung mittels anderen zweiwertigen Kationen alternativ zu Ca2+ (z. B. 
Ba2+ oder Sr2+) [63].  
 
Aber auch das Sol-Gel-Verfahren, mit dessen Hilfe Alginat/SiO2-Hybridmaterialien 
hergestellt werden können, bietet vielversprechende Ansatzpunkte [54, 55]. Ein guter 
Literaturüberblick hierzu wird von Coradin et al. [54] gegeben. Erste Ansätze, Alginat/SiO2-
Hybridmaterialien herzustellen, stammen aus den späten 80er Jahren. Dabei wurde ein 
neutralisiertes SiO2-Sol mit Na-Alginat gemischt und anschließend mit Ca
2+ geliert [67]. Eine 
weitere Strategie besteht aus der vorherigen Immobilisierung der Zellen in Ca-Alginatkugeln 
und der anschließenden Verstärkung mittels SiO2-Gelen durch z. B.: 
- Einbettung der Ca-Alginatkugeln innerhalb dicker SiO2-Hydrogelkörper [33, 55]  
- Abscheidung von dünnen SiO2-Schichten auf der Ca-Alginatkugeloberfläche [25, 68]. 
Bei der letzteren Variante zeigte sich jedoch, dass die direkte Abscheidung von SiO2 auf der 
Ca-Alginat-Oberfläche durch die elektrostatische Abstoßung zwischen Ca-Alginat und SiO2-
Nanopartikeln erschwert wird, da beide negativ geladen sind. Coradin et al. [69] löste dieses 
Problem durch die Aufbringung einer Polykation-Zwischenschicht aus Poly-L-Lysin. Durch 
die resultierende positive Oberflächenladung wurde so die Kondensation von SiO2 an der 
Alginatkugeloberfläche begünstigt. Sakai et al. [68] verbesserte die Abscheidung der SiO2-
Schicht weiter, indem er ein organisch-modifiziertes Alkoxysilan mit kationischen Gruppen 
verwendete (Aminopropyltrimethoxysilan, allein bzw. in Kombination mit TMOS). Die 
Ammoniumeinheiten des amino-funktionalisierten SiO2-Sols können mit den anionischen 
Gruppen des Alginates in elektrostatische Wechselwirkungen treten. Auf diese Weise können 
SiO2-Schichten ohne eine zusätzliche, positiv geladene Zwischenschicht direkt auf dem Ca-
Alginat aufgebracht werden. Kurayama et al. [70] zeigten, dass nicht nur eine SiO2-Schicht 
auf der Oberfläche von Ca-Alginatgelen gebildet wird, sondern dass die amino-
funktionalisierten SiO2-Nanopartikel auch in der Lage sind, in das polymere Netzwerk von 
Ca-Alginat einzudringen und dort die Ca2+-Ionen zu ersetzen. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit wurde untersucht, ob Na-Alginat auch direkt mittels eines amino-funktionalisierten 
SiO2-Sols geliert werden kann – ohne den Zwischenschritt der Gelierung mittels Ca
2+-Ionen 
zu gehen (siehe Abschnitt 4.4). 
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2.2 Sol-Gel-Immobilisierung von Mikroorganismen 
Grundsätzlich läuft die Sol-Gel-Immobilisierung von lebenden Zellen in drei Schritten ab 
(siehe Abbildung 7): Zunächst wird das SiO2-Sol hergestellt (siehe auch Abschnitt 2.1.2). Der 
nächste Schritt ist die Initiierung der Gelbildung durch Neutralisation und die Vermischung 
der zu immobilisierenden Zellen mit dem noch flüssigen Sol. Bei Bedarf können dem Sol 
weitere Additive (wie z. B. porenbildende oder wasserspeichernde Substanzen) beigemischt 
werden. Anschließend werden die Zellen in der SiO2-Matrix immobilisiert. Das Sol-Gel-
Verfahren bietet hierfür eine große Flexibilität an Immobilisierungsvarianten. Die 
Mikroorganismen können auf vielfältigste Weise in Silikatmatrizen eingebettet werden. So 
können beispielsweise die Zellen: 
a) mittels Gießtechniken in Hydrogelkörpern diverser Geometrien eingeschlossen werden. 
b) mittels Beschichtungstechniken in dünnen Schichten auf verschiedensten 
Trägermaterialien aufgebracht werden.  
c) mittels Drucktechniken auf (planaren) Trägermaterialien in definierten Zell-Arrays 
abgelegt werden. 
Abhängig von den in Abschnitt 2.1.3.1 erläuterten Parametern wie pH-Wert, Ionenstärke 
sowie der Anwesenheit und Natur von Katalysatoren tritt die Gelierung dann in der Regel 
innerhalb von wenigen Sekunden bis Stunden ein.  
 
Neben den vielfältigen Möglichkeiten der Einbettung und Formgebung bietet die Sol-Gel-
Immobilisierung von lebenden Zellen in anorganischen SiO2-Matrizen zahlreiche weitere 
Vorteile: 
- hohe chemische und mechanische Stabilität der SiO2-Matrix [8, 47, 71, 72]  
- nur geringes Aufquellen in Flüssigkeit [10, 72].  
- weitestgehend schonende Immobilisierungsbedingungen [8, 20]:  
o Wasser als Lösungsmittel, 
o Raumtemperatur,  
o neutraler pH Wert.  
- Transparenz der SiO2-Matrix ermöglicht gute Lichtdurchlässigkeit, wichtig z. B. für 
phototrophe Mikroorganismen sowie für Anwendungen für optische Sensoren [20, 24] 
- hohe, offene Porosität ermöglicht gute Diffusion von Stoffen in der Matrix [20] 
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Abbildung 7: Beispiele für die Möglichkeiten der Immobilisierung von lebenden Mikroorganismen mittels der 
Sol-Gel-Technik [modifiziert nach Pannier et al. 2012b].  
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- vielfältige Modifizierungsmöglichkeiten der SiO2-Matrix [47], so können z. B 
o Porosität,  
o Oberflächenladung,  
o Hydrophobie gezielt eingestellt werden. 
- SiO2-Matrix ist resistent gegenüber biologischen Abbau, da keine Nährstoffquelle für die 
meisten Mikroorganismen [8, 20] 
 
2.2.1 Sol-Gel-Beschichtung von Trägermaterialien 
Mittels konventioneller Beschichtungstechniken wie Tauchen („Dip Coating“), Sprühen 
(„Spray Coating“) und Schleudern („Spin Coating“) kann das Zell-Sol-Gemisch auf 
verschiedene Substratoberflächen diverser Geometrien, wie z. B. Glas, Metall, Kunststoff und 
Textilien (siehe Abbildung 8) aufgebracht werden, so dass die Zellen in dünnen SiO2-
Schichten auf der Oberfläche und in den Poren eingebettet werden. Je nach verwendetem 
Trägermaterial kann es notwendig sein, dieses vorzubehandeln, um die Filmbildung und         
-anhaftung der SiO2-Schicht zu begünstigen. In der vorliegenden Arbeit wurde beispielsweise 
Glas kurz vor der Beschichtung im heißen Wasserbad oder durch Plasmabehandlung 
hydrolysiert. Dadurch wird gewährleistet, dass ein möglichst großer Anteil an endständigen 
Si-OH-Gruppen auf der Glasoberfläche vorhanden ist und für weitere Reaktionen mit den    
Si-OH-Gruppen des SiO2-Sols zur Verfügung steht [22].  
Die häufigste Form der Beschichtung zur Immobilisierung von Zellen ist das Dip Coating. 
Bei der Tauchbeschichtung wird durch definiertes Eintauchen und Herausziehen des 
Trägersubstrates in das Zell-Sol-Gemisch das Substrat mit der Beschichtungslösung benetzt 
(siehe Abbildung 9). Dabei bleibt ein dünner Flüssigkeitsfilm auf dem Substrat zurück, wobei 
die Dicke des Filmes über die Wahl des Trägersubstrates, den Feststoffgehalt, die Viskosität 
des SiO2-Sols und die Größe der SiO2-Nanopartikel eingestellt werden kann [46, 47]. Die 
Größe der Nanopartikel kann beispielsweise durch die Wahl des Prekursors, der Hydrolyse- 
und Kondensationsbedingungen, des pH-Wertes als auch dem Alter des SiO2-Sols bestimmt 
werden [46]. Des Weiteren spielen der Auftauchwinkel und die Ziehgeschwindigkeit 
(Geschwindigkeit beim Herausziehen des zu beschichtenden Materials aus dem Sol) eine 
entscheidende Rolle. Wird das zu beschichtende Substrat sehr langsam aus dem SiO2-Sol 
herausgezogen, treten verstärkt Kapillarkräfte auf, die dazu führen, dass der entstehende 
Flüssigkeitsfilm sehr dünn wird. Je schneller jedoch die Ziehgeschwindigkeit ist, desto 
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weniger können diese Kräfte wirken und ein dickerer Flüssigkeitsfilm bleibt auf dem 
Trägersubstrat haften. 
Bei der Immobilisierung von Zellen in SiO2-Hydrogelkörpern (siehe Abschnitt 2.2.2) wird die 
Gelbildung hauptsächlich durch die Destabilisierung des Sols herbeigeführt, indem 
beispielsweise die stabilisierende Oberflächenladung der SiO2-Nanopartikel durch pH-
Änderung neutralisiert wird. Im Gegensatz dazu führt beim Tauchbeschichtungsprozess das 
Verdampfen des Lösungsmittels in den dünnen Schichten zudem zu einer Annäherung der 
Solpartikel, so dass die ursprüngliche Abstoßung (Stern-Potential – siehe Abschnitt 2.1.3.1, 
Abbildung 4) in Anziehung umkippt [46]. Dieser Prozess ist in Abbildung 9 schematisch 
dargestellt. Durch die Vernetzung der einander angenäherten SiO2-Nanopartikel kommt es 
zum Aufbau einer festen SiO2-Schicht, in der die Zellen fest verankert vorliegen.  
Der Vorteil dünner Schichten gegenüber SiO2-Gelkörpern zeigt sich in der wesentlich 
höheren Stabilität gegenüber Scherkräften. Zudem treten kaum Diffusionslimitationen auf, da 
die Schichtdicke in der Regel im Bereichen von 0,1-2 µm liegt [32, 47], so dass – je nach 
Größe der Zellen, diese ganz oder auch nur teilweise mit einer sehr dünnen SiO2-Schicht 
überdeckt sind. 
 
Abbildung 8: Gängige für die Zellimmobilisierung mittels Sol-Gel-Beschichtung verwendete Trägermaterialien: 
(A) Glas, (B) poröse Keramikformkörper, (C) Textilien (hier: mit der Grünalge Chlorella vulgaris beschichtet) 
und (D) Gesteinsgranulate - hier: Blähton (links) und Bimstein (rechts).  
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Tauchbeschichtung eines planaren Trägersubstrates. Initiierung der 
Gelbildung durch Verdampfen des Lösungsmittels (modifiziert nach [46]). 
    
Die eingebetteten Zellen sind somit externen Reagenzien und Nährstoffen sehr gut 
zugänglich. Aufgrund der geringen Größe der SiO2-Nanopartikel (im nm-Bereich) sind die 
Schichten transparent. Dies macht sie besonders interessant für die Immobilisierung von 
phototrophen Mikroorganismen als auch für das Design von optischen Biosensoren, bei denen 
beispielsweise biolumineszierende oder fluoreszierende Zellen als Sensorzellen immobilisiert 
werden (siehe auch Abschnitt 4.4). Des Weiteren ist die Beschichtung mittels des Sol-Gel-
Verfahrens aus ökonomischer Sicht sehr günstig, da Recyclingmaterialien wie z. B. Glas, 
Kunststoffe sowie Granulate als Trägersubstanzen verwendet werden können. Außerdem 
kann die Beschichtungslösung optimal genutzt werden, da nicht aufgebrauchtes Sol 
zurückfließt und weiter genutzt und so Chemikalien eingespart werden können. So können 
materialsparend große Flächen unterschiedlichster Geometrien beschichtet werden. 
Gegenüber den genannten Vorteilen ist allerdings der Nachteil in der zum Teil geringeren 
Überlebensfähigkeit der in dünnen SiO2-Schichten eingebetteten Zellen zu sehen. Aufgrund 
der geringen Schichtdicken sind die eingebetteten Zellen deutlich anfälliger für 
Austrocknungseffekte als in dicken SiO2-Hydrogelkörpern. Eine Austrocknung der Schicht 
sollte darum möglichst verhindert oder verzögert werden. Der Sol-Gel-Übergang sollte 
möglichst bei hoher Luftfeuchtigkeit (z. B. in einer Feuchtkammer) stattfinden. Nach 
Abschluss der Gelierung muss das beschichtete Trägermaterial anschließend sofort in ein 
wässriges Medium überführt werden oder weiterhin in einer Feuchtkammer bei möglichst 
kühlen Temperaturen aufbewahrt werden. 
Nichtsdestotrotz ist die Vitalität und Lagerfähigkeit von in dünnen SiO2-Schichten 
immobilisierten Zellen oftmals nur sehr gering. Beschichtungen von beispielsweise 
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Glasträgern, wie Glasobjektträgern und Glasbruchsteinen, haben deutlich gezeigt, dass in 
dünnen SiO2-Schichten immobilisierte Zellen nur wenige Tage außerhalb eines 
Flüssigmediums überlebensfähig waren – selbst unter Bedingungen mit hoher 
Luftfeuchtigkeit [32, 53]. 
Durch die Zugabe von Weichmachern und wasserspeichernde Additive, wie z. B. Polyole und 
Zucker, können Austrocknungseffekte teilweise minimiert und die Biokompatibilität der 
Immobilisierungsmatrix erhöht werden [8, 73]. Durch die wasserbindenden Eigenschaften 
wird der trocknungsbedingte Volumenverlust des SiO2-Gels verlangsamt. Die Matrix wird 
somit länger feucht gehalten. Dies führt zu einer schonenderen Immobilisierung der 
Mikroorganismen. Vielversprechende Ergebnisse wurden beispielsweise mit Glycerol erzielt, 
einem weitverbreitetem Kryoprotektor, welcher häufig zur Erhaltung der Vitalität von Zellen 
bei Einfrier- und Gefriertrocknungsvorgängen eingesetzt wird [9, 59]. Ferrer et al. [74] 
beobachteten (mittels Kryo-Raster-Elektronen-Mikroskopie) aufgrund der Anwesenheit von 
Glycerol einen dicke Hüllschicht, welche Sol-Gel-immobilisierte Escherichia coli Zellen 
umgab. Diese zusätzliche Hülle scheint die Zellen vor der anorganischen SiO2-Matrix zu 
schützen und die Verdunstung von Wasser zu vermindern. Die Zugabe von Zusatzstoffen hat 
aber oftmals einen starken Einfluss auf die Stabilität der SiO2-Matrix [75], so dass deren 
Einsatz gründlich abgewogen werden sollte. 
 
2.2.2 Sol-Gel-Immobilisierung in (Hydro-)Gelkörpern 
Um Gelkörper herzustellen, wird das neutralisierte Zell-Sol-Gemisch in die gewünschte Form 
gegossen. Durch Kondensationsreaktion (Polymerisation) kommt es zu einer drei-
dimensionalen Vernetzung der Solpartikel (siehe Abbildung 10, sowie Abschnitt 2.1.3.1).  
 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Sol-Gel-Immobilisierung von Mikroorganismen in SiO2-
Gelkörpern und anschließender Trocknung ohne besondere Vorkehrungen.  
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Charakteristisch für das Gelnetzwerk ist, dass alle Poren miteinander in Verbindung stehen. 
Typische SiO2-Hydrogele besitzen ein Porenvolumen von 0,9- 3,4 ml g
-1, eine Porengröße 
von 4-130 nm sowie eine Oberfläche von 700 – 2100 m² g-1 [20]. Die SiO2-Gelmatrix ist 
somit hoch porös und erlaubt die Diffusion kleiner Moleküle, während große Moleküle und 
Zellen in der Matrix zurückgehalten werden [76]. Allerdings ist Zellteilung in der starren 
SiO2-Matrix nur begrenzt möglich [10, 23, 29]. Da der Schadstoffabbau aber oftmals an das 
Wachstum von Zellen gekoppelt ist, ist die Bereitstellung der Möglichkeit zur Zellteilung eine 
wichtige Voraussetzung für einen effektiven Schadstoffabbau. Nur in sehr weichen, weniger 
stark vernetzten SiO2-Hydrogelkörpern wurde bisher Zellwachstum festgestellt [77]. 
Allerdings sind diese Varianten sehr instabil und zerfallen leicht in flüssigen Medien.  
Durch Trocknung der Hydrogelkörper kann die Immobilisierungsmatrix etwas stabilisiert 
werden. Allerdings können durch auftretende Kapillarkräfte während der Trocknung leicht 
Spannungen und Risse in den SiO2-Schichten und Gelkörpern entstehen [11, 78]. Werden 
Hydrogele bei Normaldruck getrocknet, schrumpfen die Gele zudem während der Trocknung 
oft sehr stark zusammen, da hier sehr hohe Kapillarkräfte auftreten (siehe Abbildung 10). 
Durch die Schrumpfung verdichtet sich das Gelnetzwerk und es kommt zu einer weiteren 
Kondensation und Vernetzung sich berührender SiO2-Nanopartikel. Dadurch verändert sich 
die Mikrostruktur des Geles. Es entstehen sogenannte „Xerogele“ (griechisch „xeros“ – 
trocken). Diese sind zwar fester und stabiler im Vergleich zu den ursprüngliche Hydrogelen, 
aber auch deutlich kleiner und weisen eine geringere Porosität auf [78], wodurch die 
Stoffdiffusion in der Immobilisierungsmatrix stark herabgesetzt wird [8]. Zudem werden 
durch die Dehydrierung und die auftretenden starken Schrumpfungseffekte die lebenden 
Zellen oft stark beeinträchtigt und geschädigt [20, 79]. Einfache Lufttrocknung bei 
Raumtemperatur ohne spezielle Vorkehrungen führt oft zu einer kompletten Inaktivierung der 
immobilisierten Zellen [80, 81]. Die Wahl der Trocknungsparameter des SiO2-Hydrogels hat 
somit einen tiefgreifenden Einfluss auf die Vitalität der immobilisierten Zellen [11]. Eine 
Trocknung sollte daher, wenn überhaupt, sehr vorsichtig durchgeführt werden, wenn die 
Vitalität der eingebetteten Zellen erhalten bleiben soll. Um der Schrumpfung der 
Immobilisierungsmatrix entgegenzuwirken, können dem SiO2-Sol wasserunlösliche Füllstoffe 
(z. B. keramische Pulver aus Aluminiumoxid) beigemischt werden. Diese führen zu einer 
Stabilisierung des Gelnetzwerkes [8, 20, 53].  
Einen interessanten Ansatz, hochporöse Xerogele mit hoher Makroporosität herzustellen, 
bietet die Frier-Gelierung (auch Freeze-Casting bzw. Freeze-Gelation) (siehe nachfolgender 
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Abschnitt). Durch einen Gefriertrocknungsschritt werden hier zudem die eingebetteten Zellen 
in eine trocken lagerfähige Form überführt, so dass Freeze-Gelation-Biocere auch unter 
trockenen Bedingungen gelagert werden können. 
 
2.2.2.1 Sonderform: Freeze-Gelation-Formkörper 
Bei der Herstellung von Freeze-Gelation-Formkörpern werden dem SiO2-Sol 
wasserunlösliche Füllstoffe (z. B. keramische Pulver aus Aluminiumoxid) hinzugegeben, um 
der Schrumpfung der SiO2-Matrix während der Trocknung entgegen zu wirken [32, 82]. 
Desweitern wird, im Gegensatz zu dem herkömmlichen Sol-Gel-Verfahren, die Sol-Gel-
Transformation nicht durch Veränderung des pH-Wertes des SiO2-Sols, sondern durch einen 
Einfriervorgang eingeleitet (siehe Abbildung 11). Dabei kristallisiert das Wasser aus dem Sol 
aus. Es bilden sich Eiskristalle und es kommt zu einer Phasentrennung. Durch das Wachstum 
der Eiskristalle werden die SiO2-Nanopartikel gegeneinander gepresst, wodurch diese 
miteinander kondensieren. Dies hat zur Folge, dass die SiO2-Nanopartikel miteinander 
vernetzt werden. Es kommt zu einer irreversiblen Sol-Gel-Umwandlung.  
 
 
Abbildung 11: (A) Schematischer Ablauf der Immobilisierung von Mikroorganismen mittels des Freeze-
Gelation-Verfahrens. (B) Während des Einfriervorganges kommt es durch Eiskristallbildung zur Sol-Gel-
Transformation. (C) Beispiel möglicher Formen der Freeze-Gelation Formkörper [modifiziert nach Pannier et 
al. 2012a]. 
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Obwohl für die Gelbildung nicht erforderlich, wird das Sol vor Zugabe der Zellen 
neutralisiert, um die Biokompatibilität zu erhöhen. Die Zellen werden mit dem noch flüssigen, 
neutralisierten Sol sowie z. B. Aluminiumoxid als Füllstoff zu einem sogenannten Schlicker 
vermischt (siehe Abbildung 11). Der Schlicker wird anschließend in die gewünschte Form 
gegossen und eingefroren. Die Füllstoffpartikel sowie die Mikroorganismen werden dabei in 
das sich bildende Netzwerk eingeschlossen. Anschließend an die Gelierung erfolgt ein 
Gefriertrocknungsschritt, bei dem die gebildeten Eiskristalle sublimiert werden. Zurück bleibt 
eine stabile Matrix mit hoher, offener Porosität, bei der die Poren dem negativen Abbild der 
zuvor vorhandenen Eiskristalle hinsichtlich Morphologie und Abmaß entsprechen. Durch den 
Einfriervorgang und die Eiskristallbildung wird somit die resultierende Porosität der 
Immobilisierungsmatrix maßgeblich beeinflusst. Freeze-Gelation-Biocere besitzen i. d. R. 
eine Gesamtporosität von über 40 % und bestehen zum überwiegenden Teil aus Makroporen 
(> 1 µm) [82]. Neben der Verfestigung und Stabilisierung der Immobilisierungsmatrix wird 
durch die Gefriertrocknung eine Konservierung der eingebetteten Zellen erreicht und ein 
trocken lagerfähiges Material erzeugt. Ein weiterer Vorteil der Freeze-Gelation-Technik 
besteht darin, dass bei diesem Formgebungsverfahren beliebige Biocer-Geometrien erzeugt 
werden können (siehe Abbildung 11C). Während der Herstellung tritt nahezu keine 
Schwindung und Volumenänderung auf. Die Freeze-Gelation-Biocere sind somit formstabil 
und weisen eine hohe mechanische Stabilität bei gleichzeitig hoher offener Porosität auf.  
Ein wesentliches Problem bei der Erzeugung von Freeze-Gelation-Bioceren stellt die geringe 
Überlebensrate der Zellen während des Einfrier- und Gefriertrocknungsvorganges dar. Im 
Laufe des Einfriervorganges kommt es durch die Bildung von extrazellulären Eis im 
Schlicker zu einer Aufkonzentrierung gelöster Stoffe in der noch flüssigen Phase. Infolge des 
dadurch auftretenden osmotischen Ungleichgewichtes zwischen der umgebenden Lösung und 
dem Zellinneren kommt es zum Austritt von Wasser aus den Zellen. Dieser Wasserverlust 
hängt stark von der Kinetik der Temperaturabsenkung ab. Bei langsamer Abkühlung können 
die Zellen viel Wasser verlieren. Die Zellen schrumpfen stark, und es kommt im Zellinneren 
zu schädigenden Salzkonzentrationen. Bei höheren Abkühlraten verbleibt den Zellen weniger 
Zeit Wasser abzugeben. Bei zu schneller Abkühlung kann es jedoch bei tiefen Temperaturen 
zur Bildung von letalen intrazellulären Eiskristallen kommen [83, 84]. Zahlreiche weitere 
Stressfaktoren (Temperaturrückgang, mechanische Effekte durch extrazelluläre Eiskristall-
bildung, Veränderung des pH-Wertes, Viskosität usw.) wirken zusätzlich auf die Zelle [84]. 
Bei der Wahl der Einfrierbedingungen muss somit ein Kompromiss zwischen der 
gewünschten Porosität und der Überlebensrate der immobilisierten Zellen gefunden werden. 
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Durch kryoprotektive Maßnahmen (z. B. Zugabe von Kryoprotektoren) kann ggf. die 
Überlebensrate der eingebetteten Zellen erhöht werden. Aufgrund ihrer Wirkungsweise 
können Kryoprotektoren prinzipiell in zwei große Gruppen unterteilt werden: in intrazellulär 
und in extrazellulär wirkende Substanzen. Stoffe mit niedrigem Molekulargewicht (z. B. 
Glycerol und DMSO) können in die Zellen eindringen und intrazellulär agieren. Hier 
verringern sie die intrazelluläre Eisbildung durch Gefrierpunktserniedrigung bzw. 
Verdrängung des Zellwassers [84, 85]. Im Gegensatz dazu wirken hochmolekulare Stoffe 
(z. B. Dextran, Hydroxyethylstärke, Albumin) extrazellulär, indem sie den Anstieg der 
Salzkonzentration im extrazellulären Raum niedrig halten und die Kristallisation des 
extrazellulären Wassers behindern. Bei falscher Dosierung und unpassenden Temperaturen 
können kryoprotektiven Substanzen aber auch toxisch wirken [83, 85]. 
 
2.2.3 Sol-Gel-Immobilisierung mittels Drucktechniken 
Als dritte Möglichkeit der Zellimmobilisierung mittels des Sol-Gel-Verfahrens ist es 
prinzipiell auch möglich, gängige Drucktechniken, wie z. B. Ink-Jet-Druck bzw. 
Mikrokontaktdruck, zu nutzen, um Zellen in definierten Arrays abzulegen. Dies ist vor allem 
für die Entwicklung von Multi-Spezies-Testsystemen für Bioassays und Biosensoren 
interessant. In nur wenigen Studien wurden bisher SiO2-Sole direkt mittels Drucktechniken 
abgelegt, um beispielsweise Proteine [86–89] und lebende Zellen zu immobilisieren [90, 91]. 
Es zeigte sich, dass die direkte Ablage von SiO2-Solen mittels Drucktechniken schwierig 
durchzuführen ist, da die Kondensationsreaktion stark beschleunigt wird, sobald das Sol 
neutralisiert wird. Dies führt zu einem starken Anstieg der Viskosität im Laufe des 
Druckvorganges. Um ein einheitliches Druckbild zu erhalten und ein Verstopfen der Düse zu 
vermeiden, muss somit darauf geachtet werden, dass die Gelierungsreaktion nicht zu schnell 
abläuft und Viskositätsänderungen des zu druckenden SiO2-Sols während des Druckprozesses 
weitestgehend minimiert werden [50, 91]. Dies ist jedoch teilweise schwer kontrollierbar. 
Zudem haben lange Gelierungszeiten nachteilige Auswirkungen auf die mittels Plotter 
abgelegten Zellen, da lebende Zellen anfällig für Austrocknung sind. Um 
Austrocknungseffekte zu minimieren, haben Ge et al. [91] die Gelierung der geplotteten SiO2-
Spots unter hoher Luftfeuchtigkeit durchgeführt. Nach 30 min wurden die Spots anschließend 
in wässriges Medium überführt. Innerhalb dieser 30 min können jedoch schon starke 
Austrocknungserscheinungen innerhalb der kleinen Spots auftreten, welche zu starken 
Zellschäden führen können.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Mikroorganismen 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mikroorganismen (Bakterien, 
Hefen, Mikroalgen) mittels verschiedener Sol-Gel-Verfahren immobilisiert und deren 
Überlebensrate, Lagerungsfähigkeit sowie deren Langzeitaktivität bezüglich Schadstoffabbau 
bzw. -detektion untersucht. Tabelle 1 gibt einen Überblick über die in der vorliegenden Arbeit 
immobilisierten Mikroorganismen sowie die bezüglich Schadstoffabbau bzw. -detektion 
untersuchten Schadstoffe. Die jeweiligen Kultivierungsbedingungen (Medienzusammen-
setzung usw.) sind im Anhang bzw. in den einzelnen Veröffentlichungen nachzulesen (siehe 
Tabelle 1). Zur Evaluierung der Anwendbarkeit der entwickelten und optimierten Methoden 
zur Sol-Gel-Immobilisierung wurden zusätzlich zu den in der Tabelle 1 aufgelisteten 
Stämmen noch weitere Stämme immobilisiert und deren Verhalten in den Immobilisaten 
untersucht. Da diese jedoch nicht umweltrelevant sind und nicht für den Schadstoffabbau 
bzw. die -detektion im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, soll nicht näher 
auf diese Stämme eingegangen werden. 
 
Tabelle 1: Übersicht über die im Rahmen der vorliegenden Arbeit immobilisierten Mikroorganismen und deren 
Anwendung zum Schadstoffabbau bzw. -detektion. 
Stamm Stammnr. Anwendung Schadstoff Veröffentlichung 
Aquincola 
tertiaricarbonis L108 
DSM Nr. 18512 Abbau MTBE [Pannier et al. 2010] 
Rhodococcus ruber DSM Nr. 7512 Abbau Phenol [Pannier et al. 2012a] 
Pseudomonas sp. ADP PubMed ID 47660 Abbau Atrazin [Pannier et al. 2014a] 
     
Chlorella vulgaris C1 IPPAS C-1 Detektion Atrazin [Pannier et al. 2014b] 
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3.2 Freeze-Gelation-Verfahren 
3.2.1 Zellimmobilisierung 
Mit Hilfe des Freeze-Gelation-Verfahrens (siehe Abschnitt 2.2.2.1) wurden verschiedene 
Bakterienstämme in Freeze-Gelation-Keramiken eingebettet. Durch Variation der 
Einfrierbedingungen (Einfriergeschwindigkeit, Schlickerzusammen-setzung) sowie Einsatz 
von Kryoprotektoren wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit versucht, das Freeze-
Gelation-Verfahren hinsichtlich Porosität, Stabilität sowie Überlebensrate und 
Langzeitlagerfähigkeit der immobilisierten Zellen zu optimieren. Die zu immobilisierenden 
Zellen wurden am Ende der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, abzentrifugiert 
(4000 rpm, 15 min) und anschließend das Pellet mit 0,9 % NaCl gewaschen. Wenn nicht 
anders angegeben, wurden die Bakterien in einer Biomassekonzentration von 0,12 % (w/w 
Bakterientrockenmasse zu Trockenmasse der Freeze-Gelation-Keramik) in den Freeze-
Gelation-Bioceren eingebettet. Zur Austestung des Einflusses der initialen Biomassebeladung 
wurde die Bakterienkonzentration am Beispiel von Rhodococcus ruber im Bereich von 
0,05 % bis 1 % (w/w) variiert [Pannier et al. 2012a]. 
Für die Herstellung der Freeze-Gelation-Biocere wurde das wässrige SiO2-Nanosol 
Nyacol 1440 (Akzo Nobel Chemicals) mittels 30 % HCl neutralisiert und mit dem 
Bakterienpellet vermischt. Als Füllstoff wurde ein Aluminiumoxidpulver (Mullit Alodure®, 
Treibacher Treibmittel, Korngröße 0-0,45 µm) hinzugegeben. Es wurden verschiedene 
Masseverhältnisse eingesetzt, um sowohl die Stabilität als auch die einstellbare Porosität der 
Formkörper zu optimieren. Für nachfolgende Versuche wurde ein Masseverhältnis SiO2-
Nanosol:Al2O3-Pulver von 1:1,7 ausgewählt, resultierend in einem Wassergehalt von 22 %.  
Das Gemisch aus SiO2-Nanosol, den Zellen und Al2O3-Pulver wurde so lange verrührt, bis 
sich eine homogene, dickflüssige Masse gebildet hat. Die Schlickermasse wurde anschließend 
in zylinderförmige Metallformen gegossen und bei unterschiedlichen Einfriertemperaturen 
(µ=0,8 °C min-1, 2,4 °C min-1 bzw. 3.8 °C min-1) in einer Tiefkühltruhe (-80°C, MDF C8V, 
SANYO) eingefroren. Nach 2 h wurden die tiefgefrorenen Formkörper für 24 h 
gefriergetrocknet (ALPHA 1-2/LD-2, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen) und 
anschließend aus den Metallformen entnommen. Die erhaltenen, zylinderförmigen Freeze-
Gelation-Formkörper hatten einen Durchmesser von 8 mm und eine Höhe von 10 mm.  
Die Immobilisate wurden bis zu weiterführenden Untersuchungen unter trockenen 
Bedingungen bei 4 °C bzw. bei Raumtemperatur (ca. 25 °C) gelagert.  
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3.2.2 Kryoprotektektive Maßnahmen 
Um die einzubettenden Zellen vor schädigenden Einflüssen des Einfrierprozesses sowie der 
Gefriertrocknung zu schützen, wurden unterschiedliche kryoprotektive Maßnahmen getestet. 
Zum einen wurden verschiedene Kryoprotektoren zusammen mit den einzubettenden Zellen 
direkt dem Schlicker zugemischt. Im anderen Falle wurden die Zellen zuvor in eine 
zellschützende Matrix aus Ca-Alginat (mit und ohne Zugabe zusätzlicher Gefrierschutzmittel) 
eingebunden und anschließend dem Schlicker zugegeben. 
Damit intrazellulär wirkende Kryoprotektoren von den Zellen aufgenommen werden konnten, 
wurden die Zellen 30 min im Kühlschrank mit dem Kryoprotektor (gelöst in Phosphatpuffer) 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen per Zentrifugation aufkonzentriert und dem 
Schlicker, welcher auch Kryoprotektoren enthielt, beigemischt. 
Der Einfluss verschiedene Kryoprotektoren wurden in unterschiedlichen Konzentrationen 
(i. d. R. von 1 bis 30 %) ausgetestet, u.a.: 
- Dimethylsulfoxid (DMSO) 
- Glycerol 
- Fruktose 
- Saccharose 
- Trehalose 
- Magermilch 
- Betain-Hydrochlorid 
 
3.2.3 Charakterisierung der Freeze-Gelation-Formkörper 
Für die Untersuchung der sich ausbildenden Porenstrukturen wurden Freeze-Gelation-
Formkörper (ohne immobilisierte Zellen) bei unterschiedlichen Kühlraten und mit 
unterschiedlichen Verhältnissen von Al2O3-Pulver zu SiO2-Nanosol eingefroren (siehe 
Abschnitt 3.2.1). Nach der Gefriertrocknung wurden die Proben horizontal in dünne Scheiben 
geschnitten und anschließend geschliffen und mit einem Zwei-Komponenten-Epoxidharz 
(EpoFix-Kit, Stuers) imprägniert. Die Kalteinbettung erfolgte unter Vakuum, um Luftblasen 
zu beseitigen. Nach dem Trocknen für 24 h bei Umgebungsbedingungen wurden die 
eingebetteten Proben mehrfach mit Schleifpapier mit unterschiedlichen Körnungen 
geschliffen. Schließlich wurden die Proben mit einem dünnen Goldfilm beschichtet(108 Auto 
Sputter Coater, Cressington) und mit Hilfe eines Hitachi-Tabletop-Mikroskopes TM-1000 
(Hitachi High Technologies Europa) bei einer Spannung von 15 kV untersucht. Für höhere 
Auflösungen wurde ein Rasterelektronenmikroskop (REM) von Carl Zeiss verwendet.  
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Zur Beurteilung der mechanische Stabilität der zylinderförmigen Freeze-Gelation-Formkörper 
wurden Festigkeitskennwerte (mit bzw. ohne Biomassebeladung) mittels einachsiger 
Druckversuche aufgenommen (Bestimmung Druckfestigkeit: Belastungsrichtung parallel zur 
Zylinderachse; Bestimmung Zugfestigkeit „Brazilian-Test“: Belastungsrichtung senkrecht zur 
Zylinderachse) [Pannier et al. 2012a]. 
 
3.2.4 Aktivitätsuntersuchung – Schadstoffabbau 
Die Abbauaktivität wurde sowohl für frisch immobilisierte Zellen als auch bei 
unterschiedlichen Temperaturen (4 °C bzw. 25 °C) unter trockenen Bedingungen gelagerten 
Immobilisaten untersucht. Die verwendeten Nährmedien und Kultivierungsbedingungen sind 
für die jeweiligen Stämme im Anhang sowie in den hierzu veröffentlichten Beiträgen in 
Fachzeitschriften [Pannier et al. 2010 und 2012a] angegeben. Zu jedem Versuchsansatz 
wurde eine vergiftete Kontrolle (Zugabe von NaN3) bzw. eine Kontrolle ohne immobilisierte 
Zellen mitgeführt. 
Die Evaluierung der Langzeitaktivität der immobilisierten Zellen bezüglich des jeweiligen 
Schadstoffabbaus wurde über einen Zeitraum von mehreren Monaten in Batch-Kulturen 
durchgeführt. Zwischen den einzelnen Batch-Zyklen wurden die Immobilisate gründlich mit 
Phosphatpuffer gewaschen, um lose anhaftende Zellen zu entfernen. Anschließend wurden die 
Immobilisate in frisches Nährmedium mit dem jeweiligen Schadstoff überführt (siehe 
Anhang). Zur Beurteilung der Aktivität von im Inneren der Immobilisierungsmatrix 
eingebetteten Zellen wurde nach 3 Monaten Laufzeit der entstandene Biofilm entfernt bzw. 
inaktiviert. Die Entfernung erfolgte mechanisch über Abbürsten des Biofilms. Zusätzlich 
wurde der Biofilm mittels UV-Bestrahlung bei 350 nm für 1 h inaktiviert. Während dieser 
Zeit wurden die Biocere mehrfach gewendet. Anschließend wurden die behandelten Biocere 
erneut in frisches Kultivierungsmedium überführt und ihre Aktivität bezüglich des 
Schadstoffabbaus untersucht. 
Zusätzlich zu den Repeated-Batch-Tests wurde das Verhalten der Immobilisate unter 
kontinuierlichen Fließbedingungen in Säulenversuchen untersucht [siehe Pannier et al. 
2012a]. 
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3.3 Beschichtung von Trägermaterialien 
3.3.1 Synthese des SiO2-Sols 
Das Siliciumalkoxid TEOS (Wacker Chemie GmbH) wurde mit voll-entsalztem Wasser (VE-
H2O) sowie 0,01 M HCl in einem Verhältnis von 1:6:3 gemischt. Das Gemisch wurde über 
Nacht bei Raumtemperatur gerührt, um die Hydrolysereaktion ablaufen zu lassen. Das 
resultierende SiO2-Nanosol hatte einen Feststoffgehalt von ungefähr 3,4 %. Während der 
Hydrolyse gebildeter Alkohol wurde über Nacht durch Abdampfung entfernt. Das erhaltene 
SiO2-Nanosol war bei Lagerung bei 4 °C mehrere Monate stabil. 
 
3.3.2 Vorbehandlung der Trägermaterialien 
Verschiedene Materialien wurden hinsichtlich ihrer Eignung als Trägermaterialien für Sol-
Gel-Beschichtungen getestet; darunter Glas, Bimstein, Lavagranulat und Blähton. Die 
Blähtonkugeln (Durchmesser von 10-20 mm, AMykor GmbH) wurden mechanisch 
aufgebrochen und gesiebt, um Blähtongranluate mit einem Durchmesser von 1-2 mm zu 
erhalten. Anschließend wurden die Granulate mehrfach gründlich gewaschen, um anhaftende 
Staubpartikel zu entfernen, und schließlich getrocknet. Keine weitere Oberflächenaktivierung 
war notwendig für eine optimale Anhaftung der SiO2-Sole auf den Blähtonbruchstücken. 
Im Gegensatz dazu mussten Glasträger in einem heißen Wasserbad bzw. im Plasmaofen 
(Createch 250 Plasma MV, Creavac GmbH) vorbehandelt werden, um eine einheitlich 
hydrophile Oberfläche zu schaffen und eine gleichmäßige Anhaftung zu gewährleisten. 
 
3.3.3 Zellimmobilisierung 
Die zu immobilisierenden Zellen wurden am Ende der exponentiellen Wachstumsphase 
geerntet und abzentrifugiert. Das SiO2-Nanosol wurde mit Hilfe einer 1 N NaOH-Lösung 
neutralisiert, um zum einen die Kondensationsreaktion zu initiieren und zum anderen die 
Biokompatibilität des SiO2-Sols zu erhöhen. Anschließend wurden die zu immobilisierenden 
Zellen hinzugegeben (wenn nicht anders angegeben in einer resultierenden Zellkonzentration 
von 5 g Bakterientrockenmasse pro Liter Sol). Durch Dip-Coating (Glasobjektträger) bzw. 
Imprägnierung der zu beschichtenden Materialien (z. B. Blähtongranulat) für 5 min in der 
Suspension aus SiO2-Nanosol und Zellen wurde das Trägermaterial mit dem Sol beschichtet. 
Anschließend wurden die beschichteten Träger herausgezogen bzw. mit Hilfe eines Siebes 
aus dem Zell-Sol-Gemisch herausgenommen und überschüssiges SiO2-Sol abtropfen gelassen. 
Um Austocknungserscheinungen zu minimieren, wurde die Gelierung des Flüssigkeitsfilms 
auf der Oberfläche sowie in den Poren des Trägermaterials bei hoher Luftfeuchtigkeit in einer 
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Feuchtkammer durchgeführt. Aus dem Volumen des überschüssigen SiO2-Sols wurden die 
Menge des aufgenommenen Sols sowie der prozentuale Anteil der immobilisierten Zellen 
ermittelt. In der Regel wurden auf diese Weise bspw. durchschnittlich ca. 3,6 g 
Bakterientrockenmasse pro kg Trockenmasse Blähtongranulat immobilisiert. 
Zur Untersuchung der Lagerstabilität wurden die Immobilisate unter verschiedenen 
Bedingungen gelagert: 
(a) In Kultivierungsmedium (Minimalmedium) bei 4 °C  
(b) In einer Feuchtkammer bei 4 °C 
(c) In einer Feuchtkammer bei 25 °C. 
Nach unterschiedlicher Lagerungsdauer wurde die jeweilige Abbau-Aktivität der gelagerten 
Immobilisate bestimmt (für Details siehe Anhang bzw. Pannier et al. 2010 bzw. 2014a). 
 
3.3.4 Charakterisierung der Trägermaterialien 
Zur Charakterisierung der Porosität und des Wasseraufnahmevermögens wurden die 
Trägermaterialien bei 120 °C im Ofen bis zur Erreichung eines konstanten Gewichtes 
getrocknet. 
Mittels Quecksilberporosimetrie wurde mit Hilfe eines Quantachrome-Porosimeters 
(Poremaster 60, Quantachrome Instruments) die Porosität der Trägermaterialien bezüglich 
Porengrößenverteilung sowie Gesamtporenvolumen charakterisiert. Mit Hilfe dieses Gerätes 
konnten so Porendurchmesser (offene Porosität) im Bereich von 4 nm bis 200 µm 
aufgenommen werden. Die verwendete Stichprobengröße betrug 0,5 g. 
Zur Bestimmung der Wasseraufnahmekapazität wurde zunächst das Trockengewicht von 
20 mL der Trägermaterialien bestimmt. Anschließend wurden die Proben über Nacht in 
Wasser getränkt und die Menge des aufgenommen Wassers durch Messen der 
Gewichtszunahme bestimmt. 
Die Struktur der Trägermaterialien (ohne immobilisierte Zellen) wurde mit Hilfe eines 
Hitachi-Tabletop-Mikroskopes TM-1000 (Hitachi High Technologies Europe) bei einer 
Beschleunigungsspannung von 15,0 kV untersucht. Zuvor wurden die Proben mit einer 
dünnen Goldschicht mittels 108 Auto Sputter Coater (Cressington) beschichtet. REM-
Aufnahmen von Trägermaterialien mit immobilisierten Zellen entstanden mit Hilfe eines 
Phenom-Pro-X-REM (LOT-Quantum Design) bei 5 kV. 
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3.3.5 Aktivitätsuntersuchung – Schadstoffabbau 
Analog der Versuchsdurchführung zur Beurteilung der Abbauaktivität von Freeze-Gelation-
Bioceren wurde die Abbauaktivität sowohl von frisch immobilisierten Zellen als auch von 
über mehrere Monate gelagerten Immobilisaten untersucht. Im Gegensatz zu den Freeze-
Gelation-Bioceren wurden hier allerdings die Proben unter feuchten Bedingungen gelagert: 
(a) In Flüssigmedium bei 4 °C 
(b) Unter feuchten Bedingungen in einem dicht verschlossenem Schraubglas bei 4 °C 
bzw. 
(c) Unter feuchten Bedingungen in einem dicht verschlossenem Schraubglas bei 25 °C. 
 
Die Evaluierung der Langzeitaktivität der immobilisierten Zellen bezüglich des jeweiligen 
Schadstoffabbaus wurde auch hier in Batch-Kulturen durchgeführt. Zwischen jedem Zyklus 
wurden die Immobilisate gründlich gewaschen, um lose anhaftende Zellen zu entfernen. 
Zusätzlich zu den Batch-Versuchen wurde in einigen Fällen das Verhalten und die Stabilität 
der Immobilisate in kontinuierlich durchflossenen Systemen (Säulenversuche) beurteilt. 
 
 
3.4 Alginat/SiO2-Hybridgele 
3.4.1 Synthese amino-funktionalisierter SiO2-Sole 
Das Diaminosilan N-(2-Aminoethyl)-3-Aminopropyltrimethoxysilane (ABCR) bzw. das 
Triaminosilan Dynasylan® TRIAMO (Evonik Industries) wurden mit und ohne Anwesenheit 
von TEOS in voll-entsalztem Wasser über Nacht hydrolysiert. Entstandener Alkohol wurde 
anschließend abgedampft. Verschiedene Mischungsverhältnisse der beiden Aminosilane mit 
dem unmodifizierten Alkoxisilan TEOS wurden ausgetestet und die Hydrolyse und 
Kondensationsreaktion unter verschiedenen pH-Bedingungen realisiert. Die Möglichkeit der 
Vernetzung dünner Schichten und Spots aus Na-Alginat mit Hilfe der auf diese Weise 
synthetisierten Sole wurde ausgetestet (siehe Abschnitt 3.4.2).  
Für weiterführende Untersuchungen wurde das Diaminosilan N-(2-Aminoethyl)-3-
Aminopropyltrimethoxysilane ausgewählt. Für die Synthese des amino-funktionalisierten 
SiO2-Sols wurde hierfür das Diaminosilan mit TEOS, Wasser sowie 1 N HCl in einem 
Volumenverhältnis von 2:1:17:6 vermischt und über Nacht hydrolysiert. Anschließend wurde 
der dabei entstandene Alkohol abgedampft. 
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3.4.1.1 Charakterisierung der amino-funktionalisierten  SiO2-Sole 
Mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS) wurde die Partikelgrößenverteilung der während 
der Hydrolyse gebildeten SiO2-Nanopartikel der amino-funktionalisierten SiO2-Sole 
bestimmt. Für die DLS-Messung wurde der ZetaSizer 1000 HAS (Malvern Instruments) 
verwendet.  
Fourier-Transformations-Infrarot-Transmissionsspektren (FT-IR) wurden mittels eines 
Bruker-Alpha-Spektrometers aufgezeichnet (Bruker Corporation) (Scan-Zahlen: 64; 
Auflösung: 4 cm-1). Hierfür wurden Kaliumbromid-Pellets (KBr-Pellets) von unmodifiziertem 
SiO2-Sol (basierend auf TEOS) sowie von amino-funktionalisiertem SiO2-Sol hergestellt 
[siehe auch Pannier et al. 2014b]. 
 
3.4.2 Vernetzung von Na-Alginat mit amino-funktionalisiertem SiO2-Sol                         
(Erzeugung von Alginat/SiO2-Hydrogelen) 
Zur Ermittlung der optimalen Herstellungsbedingungen bezüglich Stabilität und Transparenz 
der Alginat/SiO2-Hydrogele wurden verschiedene Zusammensetzungen von amino-
funktionalisierten SiO2-Solen ausgetestet, sowie Vernetzungsdauer, pH-Wert und Temperatur 
der Sole variiert. Zudem wurde Na-Alginat in verschiedenen Konzentrationen (variierend von 
0,5 % - 4 %) ausgetestet. Um eine optimale Anhaftung der Alginatschichten und -spots auf 
den Glasträgern zu gewährleisten, mussten diese vorbehandelt und kationisch modifiziert 
werden (siehe nachfolgender Abschnitt). 
 
3.4.2.1 Vorbehandlung der Trägermaterialien 
Standard-Objektträger für die Mikroskopie (SuperForst® geschnitten, Menzel GmbH) sowie 
runde Glasscheiben (Durchmesser 15 mm) (Marienfeld GmbH) wurden aufgrund ihrer 
optischen Transparenz als Trägermaterial ausgewählt. Damit negativ-geladene Alginatgele 
dauerhaft auf den Glasträgern haften bleiben, war es notwendig, die Glasoberfläche chemisch 
zu modifizieren. Verschiedene kationische Modifikationen wurden hierfür getestet. Zuvor 
wurden die Glasträger in 2 % HNO3 und anschließend mit destilliertem Wasser 3x 
gewaschen. Die getrockneten Glasträger wurden in einem Mikrowellen-Plasmaofen (Creaetch 
250 Plasma MV, Creavac GmbH) aktiviert und sofort mittels Tauchbeschichtung in 
verschiedene Lösungen aus Polykationen (0,5 %) und amino-funktionalisiertem SiO2-Sol 
getaucht. Nach anschließender Lufttrocknung wurde die Anhaftung von Alginatschichten und 
-spots untersucht. 
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Für weiterführende Versuche wurde die Modifikation mittels einer 0,5 %igen Lösung des 
Polykations Catiofast 159 (BASF) verwendet. Auf diese Weise beschichtete Glasträger waren 
autoklavierbar und konnten mehrere Monate unter trockenen Bedingungen bis zum Einsatz 
gelagert werden. 
 
3.4.2.2 Charakterisierung der Alginat/SiO2-Hydrogele 
Die chemische Zusammensetzung von Alginat/SiO2-Hydrogelen, welche keine 
immobilisierten Zellen enthielten, wurden mittels Energiedispersiver Röntgenanalyse (EDX)  
und Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie (FT-IR) näher untersucht. 
Die innere und äußere Hülle gefriergetrockneter Alginat/SiO2-Hydrogele (Gelierungszeit 
2 min) wurden mittels EDX-Analyse charakterisiert. Hierfür wurde ein Hitachi-Tabletop-
Mikroskopes TM-1000 (Hitachi High Technologies) verwendet, welches mit einem Swift-
ED-TM-Detektor (Oxford Instruments) ausgestattet war. Die Bandbreite der mit diesem 
Detektor nachweisbarer Elemente reicht von Na (11) bis zu U (92).  
Für die Untersuchungen mittels FT-IR-Spektroskopie wurden KBr-Pellets von Na-Alginat, 
Ca-Alginat sowie Alginat/SiO2-Hydrogele (Gelierungszeit 1,5 h) hergestellt. FT-IR-
Transmissionsspektren wurden mittels eines Bruker-Alpha-Spektrometers aufgezeichnet 
(Bruker Corporation) (Scan-Zahlen: 64; Auflösung: 4 cm-1). 
 
Zur Beurteilung der Transparenz der erzeugten Alginat/SiO2-Hydrogelschichten wurde die 
Transmission in Abhängigkeit vom pH-Wert des eingesetzten amino-funktionalisierten SiO2-
Soles untersucht. Mittels UV-VIS-Spektroskopie (MCS 501 UV-NIR, Carl Zeiss Jena) wurde 
die Transmission in einem Wellenlängenbereich von 300 – 900 nm sowohl von frisch 
hergestellten Schichten als auch von bis zu drei Monaten in Flüssigmedium gelagerten 
Alginat/SiO2-Schichten ermittelt. 
 
Die Stabilität und Anhaftung von Alginat/SiO2-Hydrogelen auf kationisch-modifizierten 
Glasträgern (siehe Abschnitt 3.4.2.1) wurde in diversen Lösungen getestet (voll-entsalztes 
Wasser, 0,9 % NaCl, 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 und ½ Tamiya Medium). Zum Teil 
wurden die Schichten und Spots dabei mechanischen Belastungen ausgesetzt, um das 
Verhalten unter Strömungsbedingungen auszutesten (Rührgeschwindigkeit 1000 rpm). Die 
Ergebnisse wurden mit denen von auf herkömmliche Weise mit Ca2+-Ionen geliertem Ca-
Alginat verglichen. 
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3.4.3 Zellimmobilisierung 
Da Na-Alginat nicht hitzestabil ist und eine 2 % Lösung zu hochviskos für Sterilfiltrierung ist 
(vom Hersteller wird für die Viskosität einer 1 % Lösung in Wasser eine Viskosität von 350 – 
550 Pa s bei 20 °C angegeben), wurde unter semi-sterilen Bedingungen gearbeitet und die Na-
Alginatlösung kurz vor der Zellimmobilisierung hergestellt. Hierfür wurde 1 g Na-Alginat 
(Carl Roth) in 50 ml sterilem entionisierten Wasser gelöst..  
Mittels einer Neubauer-Zählkammer (Tiefe 0,1 mm) wurde die Zellzahl der 
Kultivierungslösung der zu immobilisierenden Zellen bestimmt. Die Zellen wurden 
anschließend mittels Zentrifugation (4000 rpm, 15 min) aufkonzentriert und mit 2 % Na-
Alginat (w/v) i. d. R. eine Zellkonzentration von 108 Zellen pro mL Na-Alginat eingestellt.  
Das Gemisch aus Na-Alginat und Zellen wurde entweder mittels Tauchbeschichtung auf den 
kationisch-modifizierten Glasträgern in dünnen Schichten oder mittels eines berührungslosen 
Mikrodosiersystems (Nano-Plotter 2.0, GeSiM GmbH) in Mikro-Arrays abgelegt. Das 
Volumen eines geplotteten Tropfens betrug ungefähr 70 nL, was ungefähr 7 x 103 Zellen 
entspricht. Aufgrund der hohen Viskosität des Na-Alginates blieben die Zellen während des 
Druckvorganges homogen in der Suspension verteilt. Damit die Nanoliter-Spots während des 
Druckvorganges nicht austrocknen, wurde eine Luftfeuchtigkeit von mindestens 70-90 % in 
der Druckkammer eingestellt. Die Dauer, um ein Array von 5 x 5 Spots zu plotten, betrug 
ungefähr 1 s. Direkt nach dem Druck wurden die Arrays aus Na-Alginat mit dem amino-
funktionalisierten SiO2-Sol bzw. alternativ mittels Ca
2+-Ionen (0,1M CaCl2) vernetzt. Hierfür 
wurden die Arrays für 5 s bzw. für 20 min in die entsprechenden Lösungen getaucht. 
Anschließend wurden die vernetzten Gele gewaschen und in Flüssigmedium (½ Tamiya-
Medium, Zusammensetzung siehe Anhang) gelagert. 
Zur Erzeugung von Schichten wurden die Glasträger in das Gemisch aus Na-Alginat und 
Zellen getaucht. Aufgrund der hohen Viskosität und des schlechten Ablaufverhaltens war es 
notwendig, die Proben bei 1000 rpm und 15 s zu zentrifugieren, um einen gleichmäßigen Film 
auf der Glasoberfläche zu erhalten. Direkt nach dem Zentrifugationsschritt wurden die Na-
Alginatschichten mittels amino-funktionalisiertem SiO2-Sol (2 min) bzw. mittels Ca
2+-Ionen 
(20 min) vernetzt und anschließend gewaschen und in Flüssigmedium (½ Tamiya) gelagert. 
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3.4.3.1 Charakterisierung der immobilisierten Zellen  
Mittels Durchlicht- sowie Fluoreszenzmikroskopie wurden die immobilisierten Zellen mit 
Hilfe des Mikroskopes Olympus BX60 (Olympus), welches mit einer CCD-Kamera (CC-12, 
Olympus) ausgestattet war, charakterisiert. Für Lebend/Tot-Färbung eingebetteter 
Bakterienzellen mittels SYTO9 und Propidiumiodid (LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial 
Viability Kit, Molekular Probes) sowie zur Evaluierung der Chlorophyll-a-(Chl-a)-
Autofluoreszenz wurden folgende Filtereinstellungen verwendet: Olympus WB (Anregung 
460–490 nm, Emission >520 nm).  
 
3.4.4 Aktivitätsuntersuchung – Schadstoffdetektion 
Als Modellsensorzelle wurde die Grünalge Chlorella vulgaris in Schichten und Spots aus 
Alginat/SiO2-Hydrogelen auf kationisch-modifizierten Glasträgern immobilisiert 
(Startkonzentration war 108 Zellen pro mL Alginat). 
3.4.4.1 PAM-Fluorometer: Atrazin 
Das Ansprechverhalten von in Alginat/SiO2-Schichten immobilisierten Zellen als auch von 
freien C. vulgaris Zellen wurde in ½ Tamiya-Medium untersucht. Auf runden Glasträgern (ca. 
15 mm Durchmesser) immobilisierte C. vulgaris Zellen wurden hierfür in 24-Well-Platten mit 
jeweils 2 ml ½ Tamiya-Medium überführt. Die Stammlösung des Herbizides Atrazin (10 g L-1 
gelöst in DMSO) wurde in verschiedenen Konzentrationen (0,002 bis 10 mg L-1) 
hinzugegeben und die Proben unter konstanter Beleuchtung (40 µmol Photonen m-2 s-1) auf 
einem Schüttler (100 rpm) bei 20 °C für 1 h inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 
10 min dunkel-adaptiert, um sicherzustellen, dass alle Reaktionszentren des Photosystems II 
(PSII) geöffnet sind. Mit Hilfe eines Imaging-PAM-Fluorometers (Maxi-Imaging-PAM, 
Walz) wurde mittels der Sättigungs-Puls-Methode [92] die maximale Ausbeute des 
Elektronentransportes des PSII, Y(I), bestimmt und daraus die Inhibierung der variablen 
Chlorophyll-a-Autofluoreszenz aufgrund der Anwesenheit des Herbizides Atrazin errechnet 
(für Details siehe [Pannier et al. 2014b]). Als Kontrolle dienten Proben ohne Atrazin in 
reinem ½ Tamiya-Medium bzw. in ½ Tamiya-Medium in Anwesenheit des verwendeten 
Lösungsmittels DMSO. 
Das Ansprechverhalten der immobilisierten Zellen wurde mit dem von frei suspendierten 
Zellen (106 Zellen pro mL) verglichen. Des Weiteren wurde die Reproduzierbarkeit des 
Ansprechverhaltens auf den Modellschadstoff Atrazin bei unterschiedlichen Chargen sowie 
nach Lagerung der immobilisierten Zellen bei unterschiedlichen Umgebungsbedingungen 
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untersucht. Für Letzteres wurden die immobilisierten Zellen entweder bei 20 °C unter einem 
Licht-Dunkel-Zyklus von 14:10 h kultiviert bzw. bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Zusätzlich 
wurde ausgetestet, inwieweit bereits für Kurz-Zeit-Toxizitätstests verwendete Immobilisate 
regeneriert und erneut für Toxizitätstest eingesetzt werden können (für Details siehe [Pannier 
et al. 2014b]). 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
Im Nachfolgenden wird zunächst eine Übersicht der im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
entwickelten Lösungsstrategien zu den in Kapitel 1.1 aufgestellten Zielstellungen gegeben. 
Anschließend erfolgt eine Darstellung der wichtigsten erzielten Forschungsergebnisse.  
  
4.1 Lösungsstrategien 
Zielstellung 1: Erhalt der Langzeitaktivität der immobilisierten Zellen 
Je nach Anwendungsfall werden unterschiedliche Anforderungen an die immobilisierten 
Zellen gestellt. Da Schwermetalle auch an den Zellwänden von toten Zellen absorbiert 
werden, ist beispielsweise für die Entfernung bzw. Rückgewinnung von Schwermetallen über 
Biosorption das Überleben der eingebetteten Zellen während der Immobilisierung, der 
Lagerung als auch beim Einsatz eher zweitrangig [7, 10, 93]. Im Gegensatz dazu sind 
Bioabbauprozesse oftmals an Zellwachstum gekoppelt, so dass sowohl eine hohe 
Überlebensrate während der Immobilisierung und Lagerung wünschenswert ist als auch die 
Möglichkeit der Zellteilung in der Immobilisierungsmatrix gewährleistet werden sollte.  
Aufgrund der Meso- und Mikroporosität von klassischen SiO2-Gelen sowie der 
Unnachgiebigkeit der starren SiO2-Matrix können sich die immobilisierten Zellen in der 
Regel in diesen Gelen nicht teilen [10, 23, 29, 94]. Die Zellen sind dadurch zum Teil 
physiologisch stark eingeschränkt [74], so dass die Vitalität und Aktivität der eingebetteten 
Zellen sinkt [10, 95]. Bisher konnte Zellwachstum nur in sehr weichen SiO2-Matrizen mit 
niedriger SiO2-Konzentration und dadurch nur geringem Vernetzungsgrad festgestellt werden 
[77, 95]. Solche Gele erweisen sich allerdings oftmals als sehr instabil und zerfallen leicht in 
wässrigen Lösungen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen somit Lösungsansätze 
gefunden werden, um den eingebetteten Zellen einerseits die Möglichkeit zur Zellteilung zu 
geben und dadurch eine hohe Langzeitaktivität der immobilisierten Zellen zu erreichen, 
andererseits aber gleichzeitig eine ausreichende Stabilität der Immobilisierungsmatrix zu 
gewährleisten. Die Immobilisierungsmatrix sollte somit entweder: 
(A) eine hohe Makroporosität besitzen (siehe Kapitel 4.2 und 4.3) oder aber  
(B)  flexibel und weich genug sein, um eine Vermehrung der Zellen im Inneren zu 
ermöglichen (siehe Kapitel 4.4). 
 
Als erster Ansatzpunkt wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Makroporosität der 
Immobilisierungsmatrix erhöht, um einerseits einen guten Stoffaustausch sicherzustellen und 
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andererseits den eingebetteten Zellen Platz für Zellteilung zu bieten. Hier boten sich vor allem 
zwei Herangehensweisen an: 
(A1) Immobilisierung mittels dem Freeze-Gelation-Verfahren (siehe Kapitel 4.2) 
(A2) Beschichtung von Trägermaterialien mit hoher Makroporosität (siehe Kapitel 4.3)  
 
Als zweiter Ansatzpunkt (siehe Kapitel 4.4) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
getestet, ob durch die Kombination der keramik-ähnlichen SiO2-Matrix mit einem flexiblen, 
organischen Polymer (z. B. Na-Alginat) es möglich wird, die Unnachgiebigkeit der starren 
SiO2-Matrix herabzusetzen, so dass ein weiches/flexibles Alginat/SiO2-Hybridmaterial 
hergestellt werden kann, in dem Zellteilung möglich wird aber gleichzeitig auch genügend 
Stabilität in salzhaltigen Lösungen, wie Kultivierungsmedien und Puffern, bietet. 
 
 
Zielstellung 2: Lagermöglichkeit außerhalb eines flüssigen Mediums 
Neben einer hohen Überlebensrate während der Immobilisierung und einer hohen 
Langzeitaktivität während des Einsatzes ist eine gute Lagerstabilität der immobilisierten 
Zellen anstrebenswert. Zum einen um ausreichend Zeit für den Transport vom Herstellungs- 
zum Einsatzort zu haben und zum anderen um die Immobilisate ggf. längerfristig lagern zu 
können, damit sie einsatzfähig sind, sobald ein Schadensfall auftritt und sie benötigt werden. 
Wünschenswert wäre hier eine Lager- und Transportmöglichkeit außerhalb eines flüssigen 
Mediums, um die Handhabung zu vereinfachen und Kosten zu senken. Dies ist jedoch nicht 
so einfach zu realisieren, da die Immobilisate leicht austrocknen können. In dicken SiO2-
Hydrogelkörpern sind Austrocknungseffekte zunächst nicht so gravierend. Aber auch hier 
kommt es zu Materialschrumpfung und Verdichtung der SiO2-Matrix, was zu einer Reduktion 
der Porengröße und damit des Stoffaustausches führt. Zudem wird die Vitalität der 
eingebetteten Zellen stark herabgesetzt. Aber vor allem in dünnen SiO2-Schichten 
immobilisierte Zellen sind anfällig gegenüber Austrocknungen [48].  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden deshalb zwei verschiedene Varianten angestrebt, 
um einen Langzeitlagerfähigkeit der Immobilisate auch außerhalb eines flüssigen Mediums zu 
realisieren: 
(a) Aufrechterhaltung der Feuchtigkeit in der Immobilisierungsmatrix während einer 
Lagerung unter feuchten Bedingungen (z. B. in einer Feuchtkammer) (siehe 
Kapitel 4.3) 
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(b) Überführung der immobilisierten Zellen in eine trocken lagerfähige Form (siehe 
Kapitel 4.2) 
 
Zielstellung 2a: Erhalt der Feuchtigkeit in der Immobilisierungsmatrix 
Wie bei anderen Immobilisierungsmethoden auch spielt die Aufrechterhaltung der 
Feuchtigkeit für die Vitalität der eingebetteten Zellen, sowohl während der Immobilisierung 
(Gelierung der SiO2-Matrix an der Luft) als auch während der Lagerung und des Einsatzes, 
eine entscheidende Rolle. Vor allem in dünnen Schichten eingebettete Zellen sind für 
Austrocknungserscheinungen sehr anfällig. Um die Immobilisate auch außerhalb eines 
flüssigen Mediums lagern und handhaben zu können, muss eine Austrocknung der Matrix 
somit möglichst gering gehalten bzw. schonend durchgeführt werden. Durch Zugabe von 
wasserspeichernden Additiven kann zwar teilweise der Wasserverlust durch Austrocknung 
minimiert werden, allerdings führt der Zusatz oftmals zu einer Destabilisierung der SiO2-
Matrix [75], so dass deren Einsatz kritisch abgewogen werden sollte. Im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit soll aus diesem Grund auf deren Einsatz verzichtet und eine alternative 
Methode zur Erhaltung der Feuchtigkeit in der Immobilisierungsmatrix etabliert werden. 
Hierfür wurden die Zellen mittels Tauchbeschichtung auf Trägermaterialien mit hohem 
Wasserspeichervermögen immobilisiert (siehe Kapitel 4.3). Bei der Auswahl der 
Trägermaterialien wurde zudem auf eine hohe Makroporosität geachtet, um gleichzeitig 
Zielstellung 1 gerecht zu werden.  
Durch das hohe Wasserspeichervermögen soll die Feuchtigkeit in den dünnen SiO2-Schichten 
sowohl während der Gelierungszeit der Schichten an der Luft als auch während einer 
Lagerung außerhalb eines flüssigen Mediums (z. B. in einer Feuchtkammer) erhalten bleiben.  
 
Zielstellung 2b: Überführung der immobilisierten Zellen in eine trocken lagerfähige Form  
Um Kosten für Lagerung und Transport weiter zu senken und zudem Biofouling-Probleme zu 
umgehen, ist alternativ auch eine Lagerung unter komplett trockenen Bedingungen 
anstrebenswert. Allerdings kommt es oftmals bei einer Trocknung der 
Immobilisierungsmatrix zu einer hohen Zellsterblichkeit [81, 96]. Zudem schrumpfen die 
SiO2-Gele während einer Trocknung ohne besondere Vorkehrungen stark, so dass die 
Porosität stark herabgesetzt wird. Dadurch kommt es oftmals zu einer starken 
Beeinträchtigung des Stoffaustausches sowie der Möglichkeit der Zellteilung [8].  
Das Freeze-Gelation-Verfahren (siehe Kapitel 4.2) bietet die Möglichkeit, Sol-Gel-
immobilisierte Zellen in eine konservierte, trocken lagerfähige Form zu überführen. Durch 
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Zugabe von Füllstoffen wird eine Materialschrumpfung verhindert. Während des Einfrier- 
und Gefriertrocknungsschrittes kommt es aber auch zu einer hohen Zellsterblichkeit. Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Freeze-Gelation-Verfahren optimiert werden und 
ein Kompromiss zwischen einstellbarer Porosität (siehe Zielstellung 1) sowie Überlebensrate 
der eingebetteten Zellen gefunden werden. 
 
 
Zielstellung 3: Ablage von Zell-Arrays mittels Drucktechniken 
Bisher existieren nur wenige Studien zur direkten Ablage von SiO2-Solen mittels 
Drucktechniken zur Immobilisierung von lebenden Zellen [90, 91]. Grund hierfür sind die 
bereits in Abschnitt 2.2.3 beschriebenen auftretenden Probleme. Eine schnelle Gelierung der 
SiO2-Sole führt zu einem ungleichmäßigen Druckergebnis. Zudem können die Druckdüsen 
leicht verstopfen. Bei Verwendung von langsamer gelierenden SiO2-Solen besteht allerdings 
die Gefahr, dass die kleinen Spots (die Volumina der Spots betragen oftmals nur wenige nL) 
während der notwendigen Gelierungszeit an der Luft zu stark austrocknen – selbst unter 
feuchter Atmosphäre. 
Als Alternative wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit das unter der Zielstellung 1 
entwickelte Alginat/SiO2-Hybridgel für die Ablage mittels Drucktechniken angepasst (siehe 
Kapitel 4.4). Als Drucklösung wurde hier nicht ein SiO2-Sol sondern Na-Alginat verwendet, 
welches anschließend an den Druckprozess mittels eines amino-funktionalisierten SiO2-Sols 
geliert wurde. Aufgrund der gleichbleibenden Viskosität der Suspension aus Zellen und Na-
Alginat konnten so die oben beschriebenen Probleme während des Druckvorganges 
umgangen werde. Die geplotteten Zell-Arrays befanden sich nur während des 
Druckvorganges kurzzeitig außerhalb eines flüssigen Mediums und wurden anschließend 
sofort in das amino-funktionalisierte SiO2-Sol überführt. Da der Druck nur wenige Sekunden 
dauert und zudem bei hoher Luftfeuchtigkeit (90-100 %) stattfand, konnten auf diese Weise 
Austrocknungseffekte deutlich minimiert werden. 
 
Im Hinblick auf einen Einsatz in der Umwelttechnik wurde die Eignung der entwickelten 
Lösungsstrategien zur Schadstoffentfernung bzw. -detektion untersucht und verschiedene 
Mikroorganismen mittels der entworfenen Immobilisierungsstrategien in SiO2-Matrizen 
eingebettet.  
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4.2 Freeze-Gelation-Formkörper 
Die meisten Immobilisierungsmatrizen müssen in flüssiger oder in feuchter Atmosphäre 
sowie möglichst unter kühlen Bedingungen gelagert werden, um eine langfristige Vitalität 
und Stabilität der Bioaktivität der immobilisierten Zellen zu gewährleisten [48, 80, 97, 98]. 
Allerdings bieten trocken lagerfähige Materialien bessere Handhabungseigenschaften, vor 
allem in Hinblick auf Lagerung, Transport und Hantierbarkeit [48, 81]. Zudem können 
Biofouling-Probleme umgangen werden. 
Einen interessanten Ansatz trocken lagerfähige Immobilisate mit gleichzeitig hoher offener 
Makroporosität sowie hoher Stabilität zu erzeugen, bietet die Freeze-Gelation-Technik (siehe 
Abschnitt 2.2.2.1 bzw. Pannier et al. 2010 und 2012a). Hier werden über einen Einfrier- und 
Gefriertrocknungsschritt die eingebetteten Zellen in eine trocken lagerfähige Form überführt. 
Gleichzeitig kann über die Einfrierbedingungen die Form und Größe der Eiskristalle und 
damit die sich ausbildende Porenstruktur beeinflusst werden. Einfrier- und 
Gefriertrocknungsbedingungen haben jedoch nicht nur einen Einfluss auf die resultierende 
Porenstruktur der Immobilisierungsmatrix, sondern auch auf die Überlebensrate und 
Bioaktivität der eingebetteten Zellen. Eine Kontrolle der Einfriergeschwindigkeit ist somit 
entscheidend, um die Eiskristallbildung zu optimieren und Zellschäden zu minimieren.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit [Pannier et al. 2012a] wurde deshalb das Freeze-
Gelation-Verfahren optimiert und der Einfluss verschiedener Einfrierbedingungen auf die sich 
ausbildende Porenstruktur und auf die Bioaktivität eingebetteter Zellen untersucht. Mittels 
REM-Mikroskopie wurde die Porenstruktur der Freeze-Gelation-Keramiken nahe der 
Oberfläche sowie im Inneren der Immobilisierungsmatrix näher charakterisiert (Abbildung 
12). Dafür wurden die Freeze-Gelation-Keramiken parallel zur Gefrierfront aufgeschnitten 
und mit Epoxidharz zur besseren Visualisierung der Poren imprägniert. Die dunkleren 
Bereiche in den REM-Aufnahmen in Abbildung 12 entsprechen somit den Porenkanälen.  
Die Querschnittsprofile der Freeze-Gelation-Keramiken (Abbildung 12) zeigen das 
charakteristische Porennetzwerk mit einem hohen Anteil an Makroporen. Zusätzlich zu den 
Makroporen existieren zahlreiche Mesoporen in einem Bereich von 2 bis 10 nm. Die 
Makroporen durchdringen die gesamte Freeze-Gelation-Matrix. Sie sind miteinander 
verbunden und bilden kanalartige Strukturen mit einem Durchmesser von bis zu 50 µm und 
einer Länge von mehreren mm. Im Vergleich dazu weisen herkömmliche Gele aus 
Siliciumalkoxiden in der Regel hauptsächlich Mikro- und Mesoporen auf [28]. 
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Abbildung 12: Rasterelektonenmikroskopische (REM) Aufnahmen des Querschnittprofils von Freeze-Gelation-
Keramiken. Variation der Einfriergeschwindigkeit (µ): (A) μ = 0,8 °C min-1 und (B und C) μ = 3,8 °C min-1; 
sowie Variation des Wassergehaltes (θ): (A und B) θ = 20 % und (C) θ = 22 %. (D-F) REM-Aufnahmen von 
Freeze-Gelation-Keramiken in weiteren Vergrößerungen (μ = 0,8 °C min-, θ = 20 %) [modifiziert nach Pannier 
et al. 2012a]. 
 
Die miteinander verbundenen makroskopischen Porenkanäle der Freeze-Gelation-Matrix 
begünstigen somit eine gute Nährstoffversorgung und bieten zudem aufgrund der großen 
Makroporen Platz für Teilung der eingebetteten Zellen. 
Es zeigte sich, dass die Größe der Poren durch Variation der Einfrierbedingungen und der 
Schlickerzusammensetzung angepasst werden kann. Bei niedriger Abkühlgeschwindigkeit 
und damit niedriger Eiskristall-Wachstumsrate haben sich große, aber dafür insgesamt 
weniger Eiskristalle ausgebildet (Abbildung 12A). Im Gegensatz dazu wurden bei höheren 
Abkühlraten viele kleine Eiskristalle gebildet, was zu einer feineren Porenstruktur führte 
(Abbildung 12B). Bei einer Abkühlgeschwindigkeit von μ = 3,8 °C min-1 werden somit 
deutlich schmalere Porenkanäle mit Durchmessern von bis zu 20 µm gebildet während bei 
einer Einfriergeschwindigkeit von μ = 0,8 °C min-1 Durchmesser von bis zu 50 µm erzeugt 
werden können.  
Aber nicht nur die Einfriergeschwindigkeit, sondern auch die Zusammensetzung des 
Schlickers hat einen signifikanten Einfluss auf die Eiskristallbildung und damit auf die 
resultierende Porenstruktur. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass durch Variation 
des Feststoffgehaltes bzw. Wassergehaltes des Schlickers die Porengröße stark beeinflusst 
wird. Je größer der Feststoffgehalt des Schlickers aus kolloidalem SiO2-Sol und Füllstoff war, 
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desto weniger/kleinere Eiskristalle konnten sich ausbilden und desto feinere Poren bildeten 
sich aus (Abbildung 12B). Eine leichte Erhöhung des Wassergehaltes (von 20 % auf 22 %) 
führte zu einer Ausbildung von größeren Eiskristallen während des Einfriervorganges, so dass 
größere Poren ausgebildet wurden (Abbildung 12C). Auf diese Weise konnte trotz gleicher 
Einfriergeschwindigkeit (μ = 3,8 °C min-1) die Größe der einzelnen Poren sowie die 
Gesamtporosität der resultierenden Matrix erhöht und der Durchmesser der Porenkanäle 
verdoppelt werden (bis zu 40 µm). Durch Variation der Prozessparameter (Abkühlrate, 
Schlickerzusammensetzung, etc.) können somit Porengröße, -art und -ausrichtung gezielt 
eingestellt werden. 
In Abbildung 12A-C wird auch deutlich, dass es aufgrund des Kältegradienten innerhalb der 
einzufrierenden Probe zu einer gerichteten Porenverteilung, mit ansteigender Porengröße bei 
zunehmender Entfernung zur gekühlten Oberfläche kommt. Während sich im Inneren größere 
Poren ausbilden, werden die Poren und Kanäle an der Oberfläche zunehmend kleiner.  
Weitere Vergrößerungen der Porenstruktur von Freeze-Gelation-Keramiken (Abbildung 12D-
F) zeigen, dass die Porenkanäle untereinander durch zahlreiche Makro- und Mesoporen 
verbunden sind. In Abbildung 12F wird zudem die nanopartikuläre Struktur der Freeze-
Gelation-Matrix sichtbar und zeigt aggregierte SiO2-Nanopartikel aus dem Sol. 
Die hohe offene Porosität der Freeze-Gelation-Matrix aus miteinander verbundenen 
Porenkanälen kann somit eine gute Nährstoffversorgung der im Inneren der  
Immobilisierungsmatrix eingebetteten Zellen ermöglichen. Durch den hohen Anteil an 
Makroporen wird zudem auch Zellteilung innerhalb der Immobilisierungsmatrix möglich. 
 
 
Abbildung 13: REM-Aufnahmen nach Kultivierung (2 Batch-Zyklen) von immobilisierten R. ruber Zellen in 
Phenol-SNL-Medium von (A) der Oberfläche der Freeze-Gelation-Biocere sowie (B) im Inneren der Biocere 
[modifiziert nach Pannier et al. 2012a]. 
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Abbildung 13 zeigt das bakterielle Wachstum von R. ruber Zellen an der Oberfläche 
(Abbildung 13A) sowie im Inneren der Freeze-Gelation-Biocere (Abbildung 13B) nach 
Kultivierung in Minimalmedium. Da bei den REM-Aufnahmen mit einer hohen 
Beschleunigungsspannung (15,0 kV) gearbeitet werden musste, wirken die Bakterienzellen in 
den Aufnahmen flachgedrückt.  
Neben der einstellbaren Porosität spielt aber auch die Überlebensrate der eingebetteten Zellen 
während der Immobilisierung eine entscheidende Rolle für einen effizienten Schadstoffabbau. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde an R. ruber exemplarisch der Einfluss der 
Einfriergeschwindigkeit während des Einbettens in Freeze-Gelation-Biocere untersucht 
[Pannier et al. 2012a]. Als Modellsubstrat wurde Phenol eingesetzt und die Bioaktivität 
bezüglich des Phenolabbaus in wiederholten Batch-Versuchen untersucht (Abbildung 14).  
Drei unterschiedliche Einfrierraten wurden eingestellt (μ = 0,8 °C min-1, 2,4 °C min-1 und 
3,8 °C min-1). Die optimale Gefriergeschwindigkeit für den Phenolabbau scheint für R. ruber 
bei ca. μ = 0,8 °C min-1 zu liegen. Dieser Wert liegt in etwa bei der in Standardprotokollen zur 
Kryokonservierung von Bakterien verwendeten Abkühlrate von etwa 1 °C min-1. REM-
Aufnahmen zeigten, dass bei dieser Abkühlrate große Makroporen gebildet werden, die die 
Stoffdiffusion und somit die Nährstoffversorgung der eingebetteten Zellen begünstigen (siehe 
Abbildung 12A). Für höhere Einfrierraten (μ = 2,4 °C min-1 und 3,8 °C min-1) wurde während 
des ersten Phenolabbauzyklus eine längere Lag-Phase beobachtet. 
 
Abbildung 14: Phenolabbaukurven von freien sowie mittels des Freeze-Gelation-Verfahren immobilisierten R. 
ruber Zellen (0,12 % w/w Anfangstrockenbiomassebeladung). Variation der Einfriergeschwindigkeit während 
der Immobilisierung. Nachdem das Phenol in den Batch-Kulturen komplett abgebaut war, wurden die 
Immobilisate gründlich gewaschen und in 100 ml frisches Kultivierungsmedium mit 500 mg L-1 Phenol 
überführt [modifiziert nach Pannier et al. 2012a]. 
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Der anfängliche Nachteil, der vermutlich bei der etwas höher liegenden Zellsterblichkeit bei 
höheren Einfrier-geschwindigkeiten liegt, wurde allerdings schnell durch Zellwachstum 
ausgeglichen. Bereits im zweiten Zyklus des erneuten Einsatzes der Freeze-Gelation-Biocere 
zum Phenolabbau, war kein signifikanter Unterschied bezüglich Lag-Phase und 
Phenolabbaurate zwischen mit 0,8 °C min-1 bzw. 2,4 °C min-1 eingefrorenen Proben mehr 
feststellbar. Im Gegensatz dazu blieb die Phenolabbaurate auch nach mehreren Abbauzyklen 
immer etwas niedriger bei Proben, die bei einer höheren Einfrierrate eingefrorenen wurden 
(μ = 3,8 °C min-1). Die Ursache hierfür ist sicherlich bei der Ausbildung von kleineren 
Eiskristallen aufgrund des schnelleren Einfrierens zu suchen (siehe auch Abbildung 12B). Die 
dadurch resultierenden kleineren Poren führten hier vermutlich zu größeren 
Diffusionsbarrieren. Aufgrund der größeren Poren der anderen beiden Proben ist dort ein 
deutlich besserer Stoffaustausch zu erwarten (Abbildung 12A). Zudem haben in diesen 
Proben die Zellen mehr Platz für Zellteilung innerhalb der Immobilisierungsmatrix. 
 
Versuche mit unterschiedlicher Anfangsbiomassebeladung zeigten, dass zusätzlich zu den 
Einfrier- und Gefriertrocknungsbedingungen auch der Anteil immobilisierter Zellen einen 
Einfluss – zumindest auf die anfängliche – Bioaktivität der eingebetteten Zellen hat 
(Abbildung 15).  
 
 
Abbildung 15: Einfluss der Anfangsbiomassebeladung von in Freeze-Gelation-Bioceren immobilisierten R. 
ruber Zellen auf den Phenolabbau. Einfriergeschwindigkeit μ = 0,8 °C min-1. Nachdem das Phenol in den Batch-
Kulturen komplett abgebaut war, wurden die Immobilisate gründlich gewaschen und in 100 ml frisches 
Kultivierungsmedium mit 500 mg L-1 Phenol überführt [modifiziert nach Pannier et al. 2012a]. 
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In den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Biomassekonzentrationen (0,05 bis 1 % w/w 
Bakterientrockenmasse zu Trockenmasse der Freeze-Gelation-Matrix) nahm die 
Abbaugeschwindigkeit von Phenol mit steigender Biomasse zu. Allerdings wurde mit 
steigender Anfangsbiomassebeladung die mechanische Stabilität der Immobilisate tendenziell 
herabgesetzt. Freeze-Gelation-Biocere mit einer Biomassebeladung von > 0,5 % w/w 
(Bakterientrockenmasse zu Trockenmasse der Freeze-Gelation-Matrix) wiesen nur eine 
geringe Stabilität auf und zeigten einen sehr starken Abrieb. Es sollten somit niedrigere 
Anfangs-Zellkonzentrationen angewendet werden, um eine hohe Matrixstabilität zu 
gewährleisten. 
Die etwas niedrigere Anfangsaktivität von Proben mit geringerer Anfangsbiomassebeladung 
konnte aber bereits nach 2-3 Abbauzyklen aufgrund von Zellwachstum kompensiert werden, 
so dass alle Proben – egal welcher Ausgangskonzentration – ein ähnliches Abbauverhalten 
zeigten. Dies zeigt, dass die Zellen sich in den Proben vermehrt haben und vermutlich nur die 
Geometrie und Porosität der Immobilisierungsmatrix einen Einfluss auf die resultierende 
Abbaugeschwindigkeit und Aktivität haben. 
Diese Tatsache demonstriert, dass die anfängliche Biomassebeladung keinen großen Einfluss 
auf die langfristige Effizienz der Freeze-Gelation-Biocere hat. Im Vergleich zu frei 
suspendierten Zellen, zeigten in Freeze-Gelation-Biocere eingebettete R. ruber Zellen einen 
deutlich langsameren Phenolabbau. Obwohl Freeze-Gelation-Formkörper im Vergleich zu 
den meisten Immobilisierungsmatrizen eine deutlich höhere Porosität aufweisen, führt auch 
hier eine Einbettung der Zellen zu einer eingeschränkten Diffusion von Nährstoffen und 
Sauerstoff. Dies wird im Laufe der Zeit aufgrund von Biofilmbildung auf der Oberfläche der 
Immobilisate noch verstärkt. 
Über einen Zeitraum von 12 Monaten wurde die Langzeitaktivität eingebetteter R. ruber 
Zellen in Freeze-Gelation-Bioceren in wiederholten Batch-Versuchen untersucht. Nach einer 
anfänglichen Anpassungs- und Erholungsphase blieb die Phenolabbauleistung der 
Immobilisate über den Testzeitraum weitestgehend konstant. Die Freeze-Gelation-Biocere 
wurden zwischen jedem Abbauzyklus gründlich gewaschen, um lose anhaftende Zellen zu 
entfernen. Nach einiger Zeit hat sich ein ausgeprägter Biofilm auf der Oberfläche der Freeze-
Gelation-Biocere ausgebildet, so dass sicherlich die Hauptaktivität der Zellen bezüglich des 
Phenolabbaus und Zellwachstums auf der Oberfläche der Freeze-Gelation-Biocere stattfand. 
Nach 3 Monaten wiederholter Batch-Versuche wurde der dicke Biofilm durch mechanische 
Behandlung entfernt und/oder durch UV-Behandlung inaktiviert. Diese Behandlungen zeigten 
jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Lag-Phase und Abbauaktivität und                        
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-geschwindigkeit. Dies zeigt, dass auch Zellen im Inneren der Immobilisierungsmatrix über 
einen längeren Zeitraum hinweg aktiv und vital blieben. 
Zusätzlich zu einer hohen Langzeitaktivität der eingebetteten Zellen ist möglichst auch eine 
gute Lagerstabilität wünschenswert, um die immobilisierten Zellen bis zu ihrem 
Einsatzzeitpunkt lagern und problemlos zu dem gewünschten Einsatzort transportieren zu 
können. Dabei spielen die Lagerungsbedingungen eine entscheidende Rolle. So konnte 
gezeigt werden, dass die Bioaktivität der in Freeze-Gelation-Biocere eingebetteten R. ruber 
Zellen bei Lagerung bei kühlen Temperaturen deutlich länger erhalten blieb (Abbildung 16).  
 
 
Abbildung 16: Bioaktivität von in Freeze-Gelation-Bioceren immobilisierten R. ruber Zellen nach Lagerung 
unter trockenen Bedingungen bei unterschiedlichen Temperaturen. Anfangsbiomassebeladung 0,12 % w/w, 
Einfriergeschwindigkeit µ = 0,8 °C min-1. Die Startkonzentration an Phenol betrug 500 mg L-1 [modifiziert nach 
Pannier et al. 2012a]. 
 
Während nach 10 Wochen Lagerung bei 4 °C die Phenolabbaugeschwindigkeit noch ca. 75 % 
der Anfangsgeschwindigkeit erreicht, konnte kein effektiver Phenolabbau für bei 25 °C 
gelagerte Proben beobachtet werden [Pannier et al. 2012a]. Auch nach weiteren Monaten 
Lagerung bei 4 °C unter trocknen Bedingungen konnte noch ein effizienter Phenolabbau 
sowohl bei Batch-Kultivierung als auch im Säulenversuch nachgewiesen werden. Eventuell 
könnte durch eine Lagerung bei noch niedrigeren Temperaturen (z. B. -20 °C) die 
Lebensdauer der in Freeze-Gelation-Bioceren eingebetteten Zellen noch weiter erhöht werden 
[81]. Allerdings würden sich dadurch die Kosten für Lagerung und Transport erhöhen. Neben 
der Lagerungstemperatur spielen aber auch weitere Faktoren wie z. B. die Luftfeuchtigkeit 
eine entscheidende Rolle. So hat beispielsweise Piskorska et al. [99] eine deutlich höhere 
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Überlebensrate bei Lagerung bei geringer Luftfeuchtigkeit (< 5 %) im Vergleich zu 
immobilisierten Bakterienzellen, die bei 60 % Luftfeuchtigkeit gelagert wurden, beobachtet. 
So könnte bspw. die Lagerstabilität verbessert werden, indem die Freeze-Gelation-Biocere 
unter Vakuumverschluss gelagert werden, um eine Wasseraufnahme der gefriergetrockneten 
Zellen zu verhindern [100]. 
Nichtsdestotrotz konnten nach 2 Wochen Lagerung bei Raumtemperatur (25 °C) noch ca. 
75 % der Anfangsaktivität bzw. nach 3 Wochen noch ca. 55 % der Aktivität erreicht werden 
(Abbildung 16). Dieser Zeitraum würde prinzipiell ausreichen, um die Biofilter mit noch 
ausreichender Aktivität ohne gesonderte Kühlmaßnahmen vom Ort der Herstellung zum 
Einsatzort zu transportieren. 
 
Neben R. ruber [Pannier et al. 2012a] wurden weitere Mikroorganismen mittels des Freeze-
Gelation-Verfahrens immobilisiert: 
 Saccharomyces cerevisiae 
 Bacillus subtilis 
 Pseudomonas fluorescens 
 Mycobacterium austroafricanum  
 Glyconacetobacter xylinus 
 Aquincola tertiaricarbonis L108 [Pannier et al. 2010]. 
 
Allerdings zeigte sich, dass die Immobilisierungsbedingungen für einige Mikroorganismen zu 
hart waren. So konnten beispielsweise für die Bakterienstämme G. xylinus und 
A. tertiaricarbonis L108 nur sehr geringe bis gar keine Überlebensraten erzielt werden. Um 
die Überlebensraten zu steigern, wurde der Einsatz verschiedener Gefrierschutzmittel 
(Kryoprotektoren) untersucht [Pannier et al. 2010]. Verschiedene wasserlösliche Alkohol- 
oder Zuckerderivate wurden hierfür in unterschiedlichen Konzentrationen (einzeln oder in 
Kombination) getestet, darunter gängige Kryoprotektoren wie Dimethylsulfoxid (DMSO), 
Glycerol und Trehalose.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Kryoprotektoren in Konzentrationen 
zwischen 1 % und 30 % zu den Zellsuspensionen zugegeben. Die Zugabe erfolgte i. d. R. ca. 
30 min bis 1 h vor der Immobilisierung, damit die Zellen Zeit hatten, intrazellulär wirkende 
Substanzen aufzunehmen. Auch dem SiO2-Sol wurden die Kryoprotektoren in den 
entsprechenden Konzentrationen zugegeben. Anschließend wurde die Zellsuspension mit dem 
Schlicker vermischt, in entsprechende Formen gegossen, eingefroren und gefriergetrocknet. 
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Alternativ wurde zusätzlich getestet, ob eine Vorimmobilisierung der Zellen in eine 
schützende Ca-Alginatmatrix (mit und ohne Zusatz weiterer Kryoprotektoren) weitere 
Vorteile bringen könnte.  
Durch den Einsatz kryoprotektiver Substanzen konnten bei S. cerevisiae und R. ruber zum 
Teil minimale Steigerungen der Überlebensraten erzielt werden. Allerdings ist der Einsatz 
von Kryoprotektoren für die Herstellung von Freeze-Gelation-Bioceren eingeschränkt, da 
diese oftmals zu einer Destabilisierung der Immobilisierungsmatrix führten. Da die 
Kryoprotektoren sowohl die intrazelluläre als auch die extrazelluläre Eisbildung beeinflussen, 
haben sie einen starken Einfluss auf die Strukturbildung und die daraus resultierende Stabilität 
der Immobilisierungsmatrix. Bereits ab einer Konzentration von 5 % führte der Zusatz 
kryoprotektiver Substanzen i. d. R. zu einer deutlichen Reduktion der Stabilität der Freeze-
Gelation-Biocere, so dass diese nicht mehr einsatzfähig waren. Da aber erst in diesen 
Konzentration in der Regel eine effiziente Schutzwirkung zu verzeichnen war, war der 
Einsatz zumeist kontraproduktiv.  
Da die direkte Zugabe der Kryoprotektoren zu dem Schlicker zu einer Destabilisierung der 
Freeze-Gelation-Matrix führte, wurde getestet, ob durch die Ummantelung der Zellen mit 
einer zusätzlichen Schutzhülle aus Ca-Alginat eine Steigerung der Überlebensrate und damit 
der Aktivität der Immobilisate erreicht werden kann. Die Zellen wurden somit vor der 
eigentlichen Immobilisierung mittels des Freeze-Gelation-Verfahrens in kleine Ca-
Alginatkügelchen (100-200 µm Durchmesser) eingebettet (mit und ohne Zugabe zusätzlicher 
Kryoprotektoren). Anschließend wurden die Kügelchen dem Schlicker beigemischt und die 
Freeze-Gelation-Biocere analog der zuvor beschriebenen Vorgehensweise vergossen, 
eingefroren und gefriergetrocknet. Die vorhergehende Einbettung in die Ca-Alginatmatrix 
sollte die Zellen vor auftretenden Druckbelastungen und extremen Salzkonzentrationen 
während des Einfrier- und Gefriertrocknungsvorganges schützen.  
Im Gegensatz zu den robusten S. cerevisiae und R. ruber, bei denen Kryoprotektoren 
eigentlich nicht wirklich notwendig waren, zeigten alle kryoprotektiven Maßnahmen bei A. 
tertiaricarbonis L108 keine Wirkung [Pannier et al. 2010]. Einzige Ausnahme waren die 
Varianten mit Zusatz von Magermilch in Konzentrationen von > 5 %. Hier konnte zumindest 
eine leichte Aktivität der immobilisierten Zellen bezüglich des Abbaus des Schadstoffes 
Methyl-tert-Butylether (MTBE; Antiklopfmittel in Ottokraftstoffen) beobachtet werden. 
Allerdings waren die Immobilisate nicht stabil und zeigten einen starken Abrieb und zerfielen 
bei nur leichtem Druck. 
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Aus diesem Grund wurde für A. tertiaricarbonis L108 eine sanftere Form der 
Immobilisierung mittels der Sol-Gel-Technik entwickelt (siehe nachfolgendes Kapitel). 
A. tertiaricarbonis L108 wurde hierfür in dünnen SiO2-Schichten auf wasserspeichernden, 
porösen Trägermaterialien mit Hilfe des Sol-Gel-Verfahrens aufgebracht [Pannier et al. 
2010]. Im Gegensatz zu den Freeze-Gelation-Bioceren sind diese Immobilisate allerdings 
nicht mehr im trocknen Zustand lagerfähig, sondern müssen feucht gehalten werden, um das 
Überleben der immobilisierten Zellen zu gewährleisten. 
 
Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass Freeze-Gelation-Biocere ein hohes Potenzial für 
den Einsatz in der Entwicklung von nachhaltigen Biofiltersystemen zum Abbau von 
schädlichen und toxischen Substanzen in Wässern haben. Die Immobilisierungsbedingungen 
in Freeze-Gelation-Bioceren sind jedoch sehr belastend für die einzubettenden 
Mikroorganismen. Sowohl Einfrier- als auch Gefriertrocknungsschritt haben einen starken 
Einfluss auf die Vitalität der immobilisierten Zellen. Dies führt oftmals zu niedrigen 
Überlebensraten. Dennoch weist diese Immobilisierungstechnik interessante Eigenschaften 
für die Herstellung von Biofiltern auf. Aufgrund des Einfrier- und Gefriertrocknungsschrittes 
können eingebettete Zellen trocken gelagert werden, und es wird eine Immobilisierungsmatrix 
mit überdurchschnittlich hoher offener (Makro-)Porosität bei gleichzeitig hoher mechanischer 
Festigkeit erzeugt. Durch Einstellung der Einfrierbedingungen und Schlicker-
zusammensetzung kann die Porosität maßgeblich beeinflusst werden, so dass die Diffusion 
von Nährstoffen, Stoffwechselendprodukten und toxischen Verbindungen reguliert und 
gegebenenfalls den Anforderungen angepasst werden kann. Zudem ist aufgrund der 
Makroporosität ein Wachstum der eingebetteten Zellen im Inneren der 
Immobilisierungsmatrix möglich.  
Freeze-Gelation-Biocere mit immobilisierten R. ruber Zellen konnten über mehrere Monate 
hinweg vor allem bei kühlen Temperaturen gelagert und transportiert werden und wären somit 
sofort einsatzfähig für die Animpfung von kontaminierten Standorten bei bspw. plötzlich 
auftretenden Schadensfällen. Aufgrund der Immobilisierung liegen die Zellen zunächst 
geschützt in der Immobilisierungsmatrix vor und werden nach einer Anpassungs- und 
Regenerierungsphase nach und nach an die Umgebung abgegeben, so dass ein sofortiges 
Auswaschen der Zellen weitestgehend verhindert wird. Eine Variation der 
Anfangsbiomassebeladung hat gezeigt, dass bis zu bestimmten Grenzen eine höhere initiale 
Biomassebeladung die anfängliche Aktivität und Abbaugeschwindigkeit positiv beeinflusst. 
Aufgrund von Zellwachstum wird dieser Vorteil im Laufe der Zeit jedoch schnell 
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kompensiert, und die Aktivitäten gleichen sich an. Im späteren Verlauf haben somit, neben 
Umgebungsbedingungen und äußeren Einflüssen wie Temperatur, pH-Wert, Nährstoff- sowie 
Schadstoffkonzentration und -verfügbarkeit, vor allem Faktoren wie Geometrie und Porosität 
der Immobilisierungsmatrix maßgeblichen Einfluss auf die Abbaugeschwindigkeit und 
Bioaktivität der Immobilisate. 
Die Freeze-Gelation-Technik ist jedoch nicht für alle Mikroorganismen gleichermaßen 
geeignet. So zeigte beispielsweise A. tertiaricarbonis L108 selbst bei Zugabe zellschützender 
Additive (Kryoprotektoren) und Variation der Einfrierbedingungen keine ausreichende 
Überlebensrate.  
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4.3 Sol-Gel-Beschichtung von Trägermaterialien 
Die Porosität von klassischen SiO2-Hydrogelen liegt in der Regel im Bereich von Mikro- 
(Porengröße < 2 nm) und Mesoporen (2 bis 50 nm). Kleine und mittelgroße Moleküle haben 
zwar die Möglichkeit, aus der Matrix hinein und hinaus zu diffundieren, aber aufgrund der 
Unnachgiebigkeit der starren SiO2-Matrix haben eingebettete Zellen keine/kaum Möglichkeit, 
sich zu teilen [10, 23, 29]. Um eine hohe Porosität der Immobilisierungsmatrix auch im 
Makrobereich zu erreichen, bietet sich die Beschichtung von Trägermaterialien mit hoher, 
offener Makroporosität an. Während die Zellen zunächst in dünnen SiO2-Schichten auf der 
Oberfläche und in den Porenzwischenräumen immobilisiert sind, können sie im Laufe der 
Zeit aus den dünnen Schichten herauswachsen und sich in den Poren ansiedeln. Auf diese 
Weise wird ein sofortiges Auswaschen der Zellen verhindert.  
Neben einer hohen Makroporosität, die sowohl für die Zellteilung als auch für einen guten 
Stoffaustausch wichtig ist, spielt aber auch die Aufrechterhaltung der Feuchtigkeit in der 
Immobilisierungsmatrix eine entscheidende Rolle für die Vitalität der eingebetteten Zellen 
[48, 80, 98]. Vor allem dünne SiO2-Schichten haben sich als anfällig gegenüber 
Austrocknungen gezeigt. Da jedoch der Zusatz von wasserspeichernden Additiven oftmals die 
Schicht-stabilität negativ beeinflusst, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit nach Träger-
materialien mit hohem Wasserspeichervermögen gesucht. Vielversprechende Ergebnisse 
wurden hierbei mit Blähtonbruchstücken als Trägermaterial erzielt [Pannier et al. 2010 und 
2014a]. Aufgrund seines guten Wasserspeichervermögens findet Blähton unter anderem in 
der Hydrokultur breite Anwendung. Durch seine hohe Makroporosität und seines günstigen 
Preises ist er zudem ein ideales Trägermaterial für Immobilisierungen. Für die Herstellung 
von Blähton wird Ton bei hohen Temperaturen (etwa 1200 °C) gebrannt. Bei der 
Verbrennung entsteht Kohlendioxid, wodurch sich der Ton auf das Vier- bis Fünffache des 
Ausgangsvolumens kugelförmig aufbläht. Der resultierende Sinterkörper weist eine nahezu 
geschlossene Außenschicht auf, während der Kern der Kugeln durch eine hohe, offene 
Makroporosität gekennzeichnet ist. Ganze Blähtonkugeln sind dementsprechend weitest-
gehend geschlossenporig, während das gebrochene Material offenporig ist (Abbildung 17). 
Für Zellimmobilisierungen sind daher aufgebrochene Blähtonbruchstücke von besonderem 
Interesse. Im Innern der durch-gehenden, nach außen offenen Poren können sich Mikro-
organismen leicht immobilisieren und vermehren. Durch die hohe offenporige Makroporosität 
findet, im Vergleich zu SiO2-Hydrogelkörpern, ein deutlich verbesserter Stoffaustausch mit 
geringeren Stofflimitationen statt. Zudem können einfach und schnell große Mengen an 
Trägermaterial beliebiger Geometrien beschichtet werden.  
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Abbildung 17: Gesinterter Oberfläche (rötlich) von unaufgeschlossenen Blähtonkugeln. Bei mechanisch 
aufgebrochenem Blähton wird die hohe Makroporosität im Inneren (gräulich) der Blähtonkugeln sichtbar. Für 
Zell-Immobilisierung wurden Blähtonbruchstücke mit Korngrößen von ca. 1-2 mm verwendet (siehe rechte 
Abbildung rechts). 
 
 
 
Abbildung 18: Porengrößenverteilung (Säulen) sowie Kumulatives Porenvolumen (blaue Kurve) von 
mechanisch zerkleinertem Blähtongranulat (Korngröße 1-2 mm). Bemerkung: Nur offene Poren können mittels 
Quecksilberporosimetrie erfasst werden [modifiziert nach Pannier et al. 2014a]. 
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Tabelle 2: Ergebnis der Quecksilberporosimetrie von mechanisch zerkleinertem Blähtongranulat (Korngröße 1-
2 mm) [modifiziert nach Pannier et al. 2014a]. 
 
 
Nicht aufgebrauchtes Sol kann mehrfach weiter verwendet werden und somit erhebliche 
Materialeinsparungen erreicht werden. 
Da die Porenstruktur des Trägermaterials sowohl für das Wasseraufnahme- und  
-haltevermögen als auch für die Effizienz der Zellimmobilisierung und der Diffusion der 
Nährstoffe verantwortlich ist, wurde die Porenstruktur und die Wasseraufnahmekapazität von 
Blähtongranulat näher untersucht [Pannier at al. 2014a]. Die Ergebnisse der 
Porenstrukturanalyse durch Quecksilberporosimetrie sind in Tabelle 2 und Abbildung 18 
dargestellt. Es zeigte sich, dass ein sehr hoher Anteil der Poren des zerkleinerten 
Blähtongranulates (Korngröße 1- 2 mm) im Bereich von 5-200 µm liegt (etwa 75 % der 
gesamten offenen Porosität), so dass es prinzipiell möglich ist, dass sich Bakterien innerhalb 
dieser Poren ansiedeln und vermehren können. REM-Aufnahmen zeigen das charakteristische 
Porennetzwerk von Blähtongranulat (Abbildung 19).  
Zwischen den einzelnen Poren existieren viele Querverbindungen. Das durchdringende 
Porennetzwerk besteht aus großen Makroporen sowie einer großen Anzahl an Mikro- und 
Mesoporen. Die hohe offene Porosität des Blähtongranulates sollte somit zunächst eine gute 
Diffusion an Nährstoffen und Stoffwechselprodukten ermöglichen. Die hohe Porosität 
begünstigt zudem die Wasseraufnahme- und -speicherfähigkeit dieses Trägermaterials.  
 
 
Abbildung 19: REM-Aufnahmen von aufgebrochenem Blähtongranulat bei unterschiedlichen Vergrößerungen 
[modifiziert nach Pannier et al. 2014a]. 
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Tabelle 3: Wasseraufnahmevermögen von Blähtongranulat sowie Glasbruch [modifiziert nach Pannier et al. 
2014a]. 
 
 
In Tabelle 3 ist die deutlich höhere Wasseraufnahmefähigkeit von Blähton im Vergleich zu 
Glas dargestellt. In früheren Studien wurde Glas oftmals als Trägermaterial für Sol-Gel-
Beschichtungen verwendet [32, 53]. Allerdings zeigte sich, dass auf diese Weise 
immobilisierte Zellen nur sehr kurze Zeit überlebensfähig waren, wenn sie außerhalb eines 
flüssigen Mediums (aber unter feuchten Bedingungen) gelagert wurden [16, 39, 40]. So waren 
beispielsweise nach 5 Tagen Lagerung bei 4 °C in einer Feuchtkammer bereits 90 % der auf 
Glasträgern immobilisierten R. ruber Zellen (Schichtdicke < 2 µm) abgestorben [53]. In 
Flüssigmedium waren die Zellen zwar länger lagerfähig, aber eine Lagerung in wässrigen 
Medien ist prinzipiell mit höheren Kosten für Lagerung und Transport verbunden. 
Ähnliche Ergebnisse wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit für weitere 
Bakterienstämme wie bspw. A. tertiaricarbonis L108 erhalten [Pannier et al. 2010]. 
Immobilisiert in dünnen Schichten auf Glasträgern waren nach 24 h bereits 80-90 % der 
Zellen abgestorben – trotz Lagerung unter feuchten Bedingungen und bei kühlen 
Temperaturen. Nach 3 Tagen konnten mittels Lebend/Tot-Färbung mit SYTO9 und 
Propidiumiodid (LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit, Molecular Probes) keine 
vitalen Zellen mehr nachgewiesen werden. 
Weder auf Glas noch mittels dem Freeze-Gelation-Verfahren (siehe vorhergehender Abschnitt 
4.2) war es somit möglich, den sensiblen Stamm A. tertiaricarbonis L108 erfolgreich zu 
immobilisieren. Im Gegensatz dazu zeigte dieser Stamm exzellente Überlebensraten und 
Langzeitaktivität und -lagerfähigkeit, wenn er mittels des Sol-Gel-Verfahrens auf 
Blähtongranulat immobilisiert wurde [Pannier et al. 2010].  
Zur Evaluierung der Langzeitaktivität und Langzeitlagerfähigkeit dieses Bakterienstammes 
wurde der mikrobiologische Abbau von MTBE untersucht. Auf Blähtonbruchstücken in 
dünnen SiO2-Schichten immobilisierte A. tertiaricarbonis L108 Zellen konnten über 
8 Monate auch außerhalb des Mediums in einer feuchten Kammer gelagert werden – ohne 
dass ein erheblicher Verlust der MTBE-Abbauaktivität zu verzeichnen war (Abbildung 20A). 
Besonders vorteilhaft erwies sich eine Lagerung bei kühlen Temperaturen.  
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Abbildung 20: MTBE-Abbauaktivität von immobilisierten A. tertiaricarbonis L108 Zellen nach 
unterschiedlichen Lagerungsbedingungen (A) immobilisiert mittels des Sol-Gel-Verfahrens auf Blähtongranulat 
bzw. (B) immobilisiert in Ca-Alginatkugeln [modifiziert nach Pannier et al. 2010].  
 
Aber auch bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer gelagerte Zellen bauten nach 8 
Monaten Lagerung noch effizient MTBE ab. Im Vergleich dazu war die Lagerbeständigkeit 
von in klassischen Ca-Alginatkugeln immobilisierten A. tertiaricarbonis L108 Zellen deutlich 
(A) 
(B) 
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niedriger (Abbildung 20B). Während die Abbaugeschwindigkeit nach 8 Monaten Lagerung in 
Flüssigmedium akzeptabel war, war innerhalb von 10 Tagen Lagerung in einer 
Feuchtkammer (4 °C bzw. 25 °C) die MTBE-Abbauaktivität bereits deutlich zurückgegangen. 
Nach 10 Wochen konnte keine biologische Aktivität mehr beobachtet werden.  
 
Im Gegensatz zu den Ca-Alginatkugeln erwies sich die Immobilisierung mittels der Sol-Gel-
Technik auf Blähtongranulat als stabil. Langzeitversuche in Repeated-Batch-Versuchen zur 
Bestimmung der Langzeitaktivität über mehrere Monate hinweg zeigten, dass die 
immobilisierten Zellen aktiv blieben und effizient über mehrere Monate hinweg MTBE 
abbauten (Abbildung 21). Zwischen den einzelnen Abbauzyklen wurden die Immobilisate 
gründlich gespült, um lose anhaftende Zellen zu entfernen. Im Gegensatz dazu haben sich Ca-
Alginatkugeln im Laufe der Kultivierung im Mineralsalzmedium aufgelöst und es kam zu 
einer massiven Zellfreisetzung. Nach 5 Abbauzyklen wurde aus diesem Grund die 
Versuchsreihe mit in Ca-Alginatkugeln immobilisierten A. tertiaricarbonis Zellen 
abgebrochen (siehe Abbildung 21). 
 
 
Abbildung 21: Untersuchung der MTBE-Abbauaktivität über mehrere Monate hinweg von auf Blähtongranulat 
immobilisierten A. tertiaricarbonis L108 Zellen sowie in Ca-Alginat immobilisierten Zellen. Zwischen jeden 
Batch-Zyklus wurden die Immobilisate gründlich gewaschen und in 25 ml frisches Mineralsalzmedium mit 
50 mg L-1 MTBE überführt. Abbruch der Versuchsreihe mit Ca-Alginatkugeln nach 5 Zyklen aufgrund der 
Instabilität dieser Immobilisate [modifiziert nach Pannier et al. 2012a].  
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Tabelle 4: Untersuchung der Langzeitaktivität (Versuchszeitraum > 1 Jahr) bezüglich des Abbaus von Atrazin 
von auf Blähtongranulat immobilisierten P. ADP Zellen. Die Versuche wurden unter „non-growth conditions“ in 
PB mit Atrazin als alleinige Kohlenstoff- und Stickstoffquelle durchgeführt mit ca. 20 mg L-1 Atrazin als 
Startkonzentration [modifiziert nach Pannier et al. 2014a]. 
 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Methodik zur Sol-Gel-Immobilisierung 
von A. tertiaricarbonis L108 wurde auch auf andere Mikroorganismen angewandt. So wurde 
beispielsweise Pseudomonas sp. ADP in dünnen SiO2-Schichten auf Blähtonbruchstücken 
immobilisiert [Pannier et al. 2014a] und der Abbau des Herbizides Atrazin über 1 Jahr unter 
„non-growth conditions“ mit Atrazin als alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle untersucht 
(Batch-Kultivierung). Auch hier wurden die Immobilisate zwischen den einzelnen Batch-
Zyklen intensiv gewaschen, um lose anhaftende Zellen zu entfernen. Es zeigte sich, dass die 
immobilisierten Zellen eine hohe Langzeitaktivität besaßen. Durchschnittlich wurden je 
Testzyklus ca. 94 % des Atrazins entfernt. Auch nach einem Jahr konnte keine merkliche 
Abnahme der Aktivität beobachtet werden (Tabelle 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22: Atrazin-Abbau von auf Blähtonbruchstücken immobilisierten P. ADP frisch nach der 
Immobilisierung sowie nach Lagerung unter feuchten Bedingungen bei 4 °C. Versuchsdurchführung in 
Doppelbestimmung (Daten bisher nicht veröffentlicht). 
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Untersuchung der Lagerfähigkeit dieses auf Blähtonbruchstücken immobilisierten Stammes 
zeigte sowohl nach 1, 3, 6 und 9 Monaten Lagerung keine signifikanten Unterschiede 
hinsichtlich der Lag-Phase als auch der Abbaurate (siehe Abbildung 22). Frisch 
immobilisierte Zellen bauten im Durchschnitt deutlich schneller das Herbizides Atrazin ab. 
Allerdings kam es hier zu unerklärlich hohen Schwankungen innerhalb der Versuchsreihe, so 
dass die Auswertung erschwert wird und ein Vergleich der gelagerten mit den frisch 
immobilisierten Zellen nicht repräsentativ erscheint.  
Auch der in Kapitel 4.2 für die Optimierung des Freeze-Gelation-Verfahrens verwendete 
Stamm R. ruber wurde auf Blähtonbruchstücken immobilisiert und dessen Lagerfähigkeit 
über einen längeren Zeitraum hinweg untersucht (siehe Abbildung 23). Hier zeigte sich, dass 
sich im Laufe der Lagerung die Lag-Phase von ca. 1 Tag (Start, frisch immobilisiert) auf ca. 
4 Tage (nach 13 Monaten Lagerung) erhöht. Nichtsdestotrotz zeigten die immobilisierten 
Zellen auch nach 13 Monaten Lagerung unter Feuchtigkeit bei 4 °C einen effizienten 
Phenolabbau. Im Vergleich dazu konnte nach 10 Monaten Lagerung bei 4 °C keine Aktivität 
der in Freeze-Gelation-Bioceren immobilisierten R. ruber Zellen mehr nachgewiesen werden 
(siehe vorhergehendes Kapitel). 
 
Abbildung 23: Phenol-Abbau von auf Blähtonbruchstücken immobilisierten R. ruber Zellen frisch nach der 
Immobilisierung sowie nach Lagerung unter feuchten Bedingungen bei 4 °C. Versuchsdurchführung in 
Doppelbestimmung (Daten bisher nicht veröffentlicht). 
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Zusammenfassend lässt sich also sagen, dass aufgrund des hohen Wasserspeichervermögens 
von Blähtonbruchstücken die Feuchtigkeit innerhalb dünner SiO2-Schichten auch über längere 
Zeit aufrechterhalten werden konnte. Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
immobilisierten Bakterienstämme konnten auf diese Weise mehrere Monate außerhalb eines 
flüssigen Mediums (unter hoher Luftfeuchtigkeit) gelagert werden. Neben der hohen 
Lagerstabilität zeigten auf Blähtonbruchstücken in dünnen SiO2-Schichten immobilisierte 
Bakterienstämme eine hohe Langzeitaktivität bezüglich des Abbaus des jeweiligen 
Schadstoffes und erwiesen sich somit als langfristig einsatzfähig. Im Gegensatz dazu sank – 
trotz gleicher Lagerungsbedingungen unter feuchter Atmosphäre – die Aktivität von in Ca-
Alginatkugeln eingebetteten Zellen bzw. in dünnen SiO2-Schichten auf Glasträgern 
immobilisierten Zellen bereits deutlich innerhalb weniger Tage bis hin zur kompletten 
Inaktivierung. 
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4.4 Alginat/SiO2-Hybridmaterialien  
Ein weiteres im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickeltes Immobilisierungsverfahren 
basiert auf der Kombination des anionischen Polysaccharides Natriumalginat (Na-Alginat) 
mit einem amino-funktionalisierten SiO2-Sol. Mittels chemischer Modifizierung (siehe 
Abschnitt 2.1.4.1) wurden hier Alkylaminogruppen an ein Alkylsilan angebunden. Die freien 
NH2-Gruppen des SiO2-Sols sind für weitere Reaktionen offen, so dass aufgrund der 
gegensätzlichen Ladungen zwischen den positiv geladenen Aminogruppen und den negativ 
geladenen Carboxylgruppen des Na-Alginates elektrostatische Wechselwirkungen auftreten 
können [68, 70].  
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch die Kombination eines flexiblen organischen 
Polymers mit SiO2 eine stabile weiche Hybridmatrix zu erhalten, die Zellteilung im Inneren 
der Matrix zulässt. Hierbei soll zum einen durch das organische Polymer der Druck auf die zu 
immobilisierenden Zellen durch das sich ausbildende SiO2-Netzwerk abgeschwächt werden 
[9] und zum anderen eine weiche aber gleichzeitig auch stabile Immobilisierungsmatrix 
erzeugt werden. Aufgrund der zusätzlichen Ausbildung von Si-O-Si-Brückenbindungen der 
SiO2-Nanopartikel untereinander soll, neben den elektrostatischen Wechselwirkung zwischen 
den amino-funktionalisierten SiO2-Nanopartikeln und dem Alginat, eine zusätzliche 
Stabilisierung erreicht werden, da herkömmlicherweise mit Ca2+-Ionen gelierte Ca-
Alginatgele keine ausreichende Stabilität in salzhaltigen Lösungen besitzen (siehe auch 
Abschnitt 4.3). Diverse Strategien zur Erhöhung der Stabilität wurden bereits in Abschnitt 
2.1.4.4 beschrieben.  
In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es möglich ist, Na-Alginat direkt mit Hilfe 
eines amino-funktionalisierten SiO2-Sols zu gelieren, ohne den Zwischenschritt der 
Vernetzung mittels Ca2+-Ionen zu gehen [Pannier et al. 2014b]. Auf diese Weise könnte zum 
einem ein Herstellungsschritt eingespart werden und zudem völlig auf die Präsenz von Ca2+-
Ionen verzichtet werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene 
Zusammensetzungen und Synthesebedingungen von amino-funktionalisierten SiO2-Solen 
ausgetestet. Verschiedene Aminosilane wurden mit und ohne Anwesenheit des Alkoxysilans 
TEOS hydrolysiert. Anschließend wurden Kugeln aus Na-Alginat bzw. dünne Schichten auf 
kationisch-modifizierten Glasträgern mit Hilfe der erzeugten amino-funktionalisierten SiO2-
Sole vernetzt und deren Stabilität sowie weitere entscheidende Parameter wie Stabilität, 
Schichtaussehen (Homogenität usw.) und Transparenz (wichtig für z. B. 
Biosensoranwendungen mit optischen Signalen) ermittelt. Hierfür wurden neben der Art der 
verwendeten amino-funktionalisierten SiO2-Sole auch die Gelierungszeit sowie der pH-Wert 
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der Sole variiert. Es zeigte sich, dass – im Vergleich zur Verwendung eines Triaminosilans – 
mit Hilfe eines Diaminosilans tendenziell geeignetere Schichten bezüglich Stabilität und 
Transparenz erzeugt werden konnten. Durch Zugabe von TEOS konnte die Stabilität der 
Alginat/SiO2-Gele noch weiter erhöht werden. Als bestes Mischungsverhältnis erwies sich ein 
Volumenverhältnis von Diaminosilan:TEOS:Wasser:1 N HCl von 2:1:17:6. Dieses 
Syntheseverhältnis wurde für weiterführende Untersuchungen der Alginat/SiO2-Hybridgele 
ausgewählt. 
Die Variation des pH-Wertes des amino-funktionalisierten SiO2-Soles zeigte, dass der pH-
Wert einen entscheidenden Einfluss auf das Schichtaussehen und die Transparenz der 
Alginat/SiO2-Schichten hat (siehe Abbildung 24). Beste Ergebnisse mit Transmissionswerten 
von nahezu 100 % konnten bei pH-Werten zwischen pH 6 – pH 7,5 erzielt werden. Auch nach 
mehreren Monaten Lagerung in Flüssigmedium blieben die guten Transmissionswerte 
erhalten. Zudem bieten die zellfreundlichen pH-Werte eine gute Voraussetzung für eine 
biokompatible Einbettung von Zellen. 
 
Abbildung 24: Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes des amino-funktionalisierten SiO2-Sols auf die 
Transparenz von Alginat/SiO2-Schichten auf Glasobjektträgern. 
 
Die erzeugten Alginat/SiO2-Hybridmaterialien besaßen im Vergleich zu konventionell mit 
Ca2+-Ionen gelierten Ca-Alginatgelen eine deutlich erhöhte Stabilität in salzhaltigen 
Lösungen. Spots und Schichten aus Ca-Alginat lösten sich bereits innerhalb weniger Minuten 
bis Stunden in Phosphatpuffer (PB) und physiologischer Kochsalzlösung (0,9 % NaCl) auf 
(siehe Tabelle 5 sowie Abbildung 25). So konnten bspw. bereits nach 30 min Inkubation in 
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PB nur noch Reste im Randbereich von Ca-Alginat-Spots wiedergefunden werden (siehe 
Abbildung 25B). In Mineralsalzmedium (½ Tamiya, Zusammensetzung siehe Anhang) 
quollen die Ca-Alginatspots sehr stark auf und es kam zu einer signifikanten Zellfreisetzung 
(Abbildung 25D). Im Gegensatz dazu blieben Spots aus Alginat/SiO2-Hydrogelen über einen 
Zeitraum von mehreren Wochen stabil – sowohl in dem Mineralsalzmedium als auch in PB 
und 0,9 % NaCl-Lösung (siehe Tabelle 5 sowie Abbildung 25A und C). Die kationischen 
Ammoniumgruppen des organisch-modifizierten SiO2-Sols scheinen mit den anionischen 
Gruppen des Alginats in stabile Wechselwirkungen zu treten. Zusätzlich scheint es durch 
auftretende Kondensationsreaktionen zwischen den amino-funktionalisierten SiO2-
Nanopartikeln zu einer weiteren Vernetzung und Stabilisierung des Alginat/SiO2-Gel-
Netzwerkes zu kommen. 
 
Tabelle 5: Stabilitätstests über 2 Wochen von Spots aus Ca-Alginat sowie Alginat/SiO2-Hydrogelen in voll-
entsalztem Wasser, PB (0,1 M, pH 7,0), 0,9 % NaCl sowie Kultivierungsmedium ½ Tamiya (- nicht stabil; + 
mäßig stabil, + stabil) [modifiziert nach Pannier et al. 2014b]. 
 VE-H2O PB 0,9 % NaCl ½ Tamiya 
Ca-Alginat + - - + 
Alginat/SiO2-Hydrogel + + + + 
     
 
In Abbildung 25A und C wird außerdem ersichtlich, dass das erzeugte Alginat/SiO2-Gel 
weich genug ist, so dass sich die immobilisierten C. vulgaris Zellen im Laufe der 
Kultivierung in ½ Tamiya-Medium innerhalb der Immobilisierungsmatrix vermehren 
konnten. In Abbildung 25A sind deutlich weniger Zellen in dem Spot eingebettet (entspricht 
Start-Zellkonzentration)  im Vergleich zu Abbildung 25C.  
Abbildung 26 verdeutlicht noch einmal das Wachstum von in Alginat/SiO2-Schichten 
immobilisierten C. vulgaris Zellen. Nach 3 Tagen haben sich aus den einzelnen Zellen 
(Abbildung 26A) bereits kleine Kolonien gebildet (Abbildung 26B). Nach weiterer 
Kultivierung ist die gesamte Immobilisierungsmatrix durchwachsen (Abbildung 26C). Die 
Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 26 unten) zeigen die Chlorophyll-a-
Fluoreszenz der immobilisierten C. vulgaris Zellen, welche in späterer Anwendung im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit für die Detektion von Photosynthese-hemmenden Stoffen 
herangezogen wurde (siehe vorliegende Arbeit ab Seite 86).  
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Abbildung 25: Durchlichtmikroskopische Aufnahme von einzelnen Spots aus (A und C) Alginat/SiO2-Hydrogel 
sowie (B und D) aus Ca-Alginat. In den Spots wurden anfänglich 108 C. vulgaris Zellen pro mL Alginat 
immobilisiert. Die Spots (A und B) wurden für 30 min in PB (0,1 M, pH 7,0) inkubiert bzw. (C und D) für 
1 Woche in ½ Tamiya-Medium bei 20 °C unter einem Licht-Dunkel-Zyklus von 14:10 h kultiviert [modifiziert 
nach Pannier et al. 2014b]. 
 
 
Abbildung 26: C. vulgaris immobilisiert in einer Alginat/SiO2-Hydrogelschicht: (A) direkt nach der 
Immobilisierung, (B) nach 3 Tagen bzw. (C) nach 10 Wochen Kultivierung in ½ Tamiya Medium. Oben: 
Mikroskopische Aufnahme im Durchlicht. Unten: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Chl-a-
Autofluoreszenz (rot). Tote Zellen, in denen das Chl a bereits weitestgehend abgebaut wurde, erscheinen blau 
(Filtercharakteristika: Exitation: 510-550 nm, Emission: > 590 nm). 
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Bevor die potentielle Anwendungsmöglichkeit der hier entwickelten Alginat/SiO2-
Hybridmatrix für Biosensoranwendungen näher untersucht wurde, wurde zunächst versucht 
die auftretenden chemischen und elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen dem Na-
Alginat und dem amino-funktionalisierten Sol näher zu charakterisieren. Dazu wurden die 
erzeugten Alginat/SiO2-Gele mittels REM/EDX-Analyse sowie mittels FT-IR-Spektroskopie 
untersucht. Eine Partikelgrößenanalyse der chemisch modifizierten Nanosole zeigte zudem, 
dass die amino-funktionalisierten SiO2-Nanopartikel in einem Größenbereich von 1-5 nm 
liegen. Sie sind somit rein theoretisch in der Lage, auch tiefer in die Na-Alginatschichten 
einzudringen und so auch mit tieferliegenden Ketten von Na-Alginat in Wechselwirkung zu 
treten. 
Um die Einbindung der SiO2-Nanopartikel innerhalb des sich ausbildenden Alginat/SiO2-
Hydrogels zu überprüfen, wurde die chemische Zusammensetzung der Alginat/SiO2-Matrix 
(Gelierungszeit 2 min) mittels REM/EDX-Analyse untersucht. Es zeigte sich, dass Silicium 
(Si) sowohl auf der Oberfläche als auch an der Innenseite des Alginat/SiO2-Filmes 
nachweisbar war. Die SiO2-Nanopartikel sind somit in der Lage auch in tiefere Schichten des 
Alginat-Netzwerkes einzudringen. Im Gegensatz dazu wurde kein Si in mittels Ca2+-Ionen 
geliertem Ca-Alginat gefunden [Pannier et al. 2014b].  
Abbildung 27 zeigt die FT-IR-Spektren (A) eines unmodifizierten SiO2-Sols, basierend auf 
TEOS und (B) des amino-funktionalisierten SiO2-Sols. Die breite Absorptionsbande um etwa 
3430 cm-1 kann auf die Streckung der Si-OH-Gruppen zurückgeführt werden. Allerdings wird 
dieser Bereich durch eine breite Absorptionsbande von adsorbiertem Wasser überlappt. Die 
ausgeprägte Absorptionsbande im Bereich von 1200-1000 cm-1 ist wahrscheinlich auf Si-O-
Si-Gruppen zurückzuführen, die sich aufgrund von Kondensationsreaktionen zwischen den 
Silanolgruppen (Si-OH) ausgebildet haben. Die zusätzlichen Banden des amino-
funktionalisierten SiO2-Sols bei etwa 2950 cm
-1 und 1470 cm-1 reflektieren die 
Schwingungsmoden der R-NH2-Gruppen und/oder der Alkylgruppen (Abbildung 27B). 
Abbildung 27 zeigt zudem die FT-IR-Spektren von (D) Na-Alginat und (C) Alginat/SiO2-
Hydrogel. Das FT-IR-Spektrum von Ca-Alginat wurde in der Abbildung nicht mit dargestellt, 
da es weitestgehend identisch mit dem Spektrum von Na-Alginat war. Die im Rahmen der 
vorliegenden Studie erhaltenen Spektren stehen in Analogie zu der Studie von Kurayama et al 
[70]. Allerdings ist eine Zuordnung der einzelnen Absorptionsbanden zu spezifischen 
funktionellen Gruppen schwierig, da die interessierenden Banden durch ausgeprägte 
Wasserbanden überlappt wurden. 
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Abbildung 27: FT-IR Spektren von (A) unmodifiziertes SiO2-Sols, (B) des amino-funktionalisierten SiO2-
Nanosols, (C) Alginat/SiO2-Hydrogel sowie (D) Na-Alginat. Für eine bessere Darstellung sind die Spektren 
versetzt dargestellt [modifiziert nach Pannier at al. 2014b]. 
 
Die FT-IR-Spektren von Na-Alginat (Abbildung 27D) und dem Alginat/SiO2-Hydrogel 
(Abbildung 27C) spiegeln die charakteristischen Molekülgruppenschwingungen von Alginat 
wieder. Der ausgeprägte Peak in der Nähe von 3400 cm-1 entspricht der OH-
Streckschwingung Wasserstoff-gebundener OH-Gruppen. Die zwei Peaks in der Nähe von 
1410 cm-1 und 1600 cm-1 resultieren aus der symmetrischen bzw. asymmetrischen 
Streckschwingung von COO-. Das breite Absorptionssignal in der Region um 1200-1000 cm-1 
entspricht den Schwingungsmodi der Kohlehydratringe. Zwischen den beiden Spektren von 
Na-Alginat (Abbildung 27D) und Alginat/SiO2 (Abbildung 27C) waren nur geringe 
Unterschiede feststellbar. So war beispielsweise das Signal im Bereich zwischen 1200 und 
1000 cm-1 im Spektrum der Alginat/SiO2-Probe etwas ausgeprägter. Dies ist vermutlich auf 
die Anwesenheit von Si-O-Si-Bindungen zurückzuführen. Darüber hinaus erscheint eine 
schwache Bandenschulter bei etwa 1450 cm-1, welche eventuell dem νs-Modus von 
Carboxylatgruppen zugeordnet werden kann und auf einen erhöhten Anteil dieser Gruppe in 
der Probe hinweist. Aufgrund der Überlagerung der interessierenden Banden durch 
ausgeprägte Wasserbanden ist, wie bereits erwähnt, eine genaue Zuordnung der funktionellen 
Gruppen und auftretenden Wechselwirkungen schwierig. Von anderen Arbeitsgruppen 
veröffentlichte Studien haben jedoch gezeigt, dass Alginat mit Aminogruppen von 
beispielsweise Polykationen wie Poly-L-Lysin und Chitosan in elektrostatische 
Wechselwirkungen treten kann [101, 102]. 
Wellenlänge [cm-1]
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der möglichen Ausbildung des Alginat/SiO2-Hydrogels aufgrund 
elektrostatischer Wechselwirkung zwischen den Aminogruppen der funktionalisierten SiO2-Nanopartikel sowie 
den Carboxylgruppen des Na-Alginates [modifiziert nach Pannier et al. 2014b]. 
 
Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass die Bildung des Alginat/SiO2-Hydrogels 
auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Carboxylgruppen des Alginats und den      
R-NH3
+-Gruppen der amino-funktionalisierten SiO2-Nanopartikel zurückzuführen ist [70, 
103, 104].  
Abbildung 28 zeigt ein mögliches Schema der auftretenden elektrostatischen 
Wechselwirkung. Es wird zudem davon ausgegangen, dass es neben den elektrostatischen 
Wechselwirkungen zur Ausbildung von Si-O-Si-Brücken zwischen den sich annähernden 
SiO2-Nanopartikeln kommt und dadurch das sich ausbildende Alginat/SiO2-Hydrogele noch 
weiter stabilisiert wird. Die Arbeit von Kurayama et al. [70] bestätigt diese Hypothese. Die 
Autoren haben eine starke Schrumpfung der Alginatmatrix mit steigender 
Ausgangskonzentration des Aminosilans beobachtet. Diese Schrumpfung fand zudem auch 
statt, nachdem das Aminosilan bereits komplett in der Alginatmatrix eingebunden war. Aus 
diesem Grund ordneten sie die starke Schrumpfung des Alginat/SiO2-Gelnetztwerkes der 
Kondensationsreaktion nahliegender Si-OH-Gruppen durch Ausbildung weiterer Si-O-Si-
Brücken zu (Alterung des amino-funktionalisiertem SiO2-Gels). Ähnliche Beobachtungen 
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemacht [Pannier et al. 2014b]. Abbildung 29 
zeigt Bilder von einem Tropfen Na-Alginat zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Inkubation 
innerhalb des amino-funktionalisierten SiO2-Sols (pH 7,5). Innerhalb von 20 min sank der 
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Durchmesser der Alginatkugel signifikant um 35 %. Zudem nahm die Transparenz der 
Kugeln im Laufe der Zeit stark ab und die Kugel wurde trüb. Im Gegensatz dazu war in einer 
Lösung aus 0.1 M CaCl2 sowohl die Schrumpfung (etwa 15 % innerhalb von 20 min) als auch 
die Abnahme der Transparenz eines Tropfens von Na-Alginat nicht ganz so stark ausgeprägt. 
 
 
Abbildung 29: Zeitliche Entwicklung eines Tropfens Na-Alginat in einem amino-funktionalisierten SiO2-
Nanosol (pH 7,5) [Pannier et al. 2014b]. 
 
Kurayama et al. [70] beobachteten zudem, dass die Schrumpfung von Alginat unter sauren 
und alkalischen Bedingungen noch verstärkt wird. Ursache hierfür ist sicherlich zum einen, 
dass der pH-Wert den Dissoziationsgrad der Carboxylgruppen des Alginates sowie der 
Aminogruppen des modifizierten Soles bestimmt und zum anderen die Bildung von Si-O-Si-
Bindungen beeinflusst. Wie bereits in Abbildung 24 gezeigt, hat sich im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit ein neutraler pH-Wert auch in Bezug auf die Transparenz des 
Alginat/SiO2-Hydrogels als am günstigsten erwiesen. Bei diesem pH-Wert dominieren die 
Carboxylgruppen (-COO-) der wiederkehrenden Grundeinheiten von Alginat (der pKa-Wert 
von 1,4-D-Mannuronsäure liegt bei 3,38 und der von α-L-Guluronsäure liegt bei 3,56) [102]. 
Aufgrund der basischen Natur der Aminogruppen des Aminosilans (der pKa-Wert liegt hier 
bei 9-10) [105, 106] sollten die meisten Aminogruppen des amino-funktionalisierten 
SiO2-Soles in ihrer protonierten Form vorliegen.  
Aufgrund der starken Schrumpfung und Abnahme der Transparenz bei längeren 
Inkubationszeiten wurde für Alginat/SiO2-Schichten eine Gelierungszeit von 2 min in dem 
amino-funktionalisierten Sol ausgewählt, da hier die besten Schichten bezüglich Stabilität und 
Transparenz erzeugt werden konnten. Aufgrund des viel kleineren Volumens von mittels 
Nanoplotter abgelegter Spots (70 nL pro Spot) wurde hier die optimale Kontaktzeit auf 5 s 
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reduziert. Bei längeren Kontaktzeiten traten eine zunehmende Trübung sowie eine 
signifikante Kontraktion der kleinen Spots auf. 
Neben der nahezu 100 %igen Transparenz bei Auswahl geeigneter Gelierungsbedingungen 
sowie der deutlich erhöhten Stabilität in salzhaltigen Medien ist als weiterer Vorteil der 
entwickelten Alginat/SiO2-Matrix die Möglichkeit der Nutzung von Drucktechniken zur 
Ablage von Zell-Arrays zu nennen. Im Gegensatz zu SiO2-Solen kann eine Suspension aus 
Zellen und Na-Alginat problemlos als Drucklösung verwendet werden und leicht über 
Drucktechniken in definierten Arrays abgelegt werden, ohne dass Viskositätsänderungen zu 
erwarten sind. Aus diesem Grund wurde versucht, die entwickelte Immobilisierungsmethodik 
zur Erzeugung von stabilen Alginat/SiO2-Hybridgelen auf Drucktechniken anzuwenden und 
auf diese Weise lebende Zellen in Spot-Arrays abzulegen. Unmittelbar nach der Ablage der 
Spots wurden diese mit einem amino-funktionalisierten SiO2-Sol geliert und anschließend 
sofort gewaschen und in frisches Medium überführt. Auf diese Weise befanden sich die Zell-
Arrays – außer während des Druckvorganges – die ganze Zeit innerhalb eines flüssigen 
Mediums. Da der Druckvorgang nur wenige Sekunden dauerte und zudem bei ca. 70-90 % 
Luftfeuchtigkeit durchgeführt wurde, waren auftretende Austrocknungseffekte weitestgehend 
zu vernachlässigen.  
Die Biokompatibilität des entwickelten Immobilisierungsverfahrens wurde für mehrere 
Mikroorganismenstämme erfolgreich getestet, darunter Hefezellen (S. cerevisiae), gram-
positive (B. subtilis) und gram-negative Bakterien (E. coli) als auch zwei Mikroalgenstämme 
(Kirchneriella contorta und C. vulgaris). Hier konnten hohe Überlebensraten erzielt werden. 
Zudem war es allen Zellen möglich, sich innerhalb des weichen Kerns der Alginat/SiO2-
Matrix zu teilen und zu vermehren (siehe am Beispiel von C. vulgaris in Abbildung 26). 
Für das Design eines zellbasierten Detektionssystems ist jedoch nicht nur die 
Biokompatibilität und Stabilität der Immobilisierungsmatrix wichtig, sondern auch die feste 
Verankerung der Zellen auf dem Trägersubstrat. Als Trägersubstrat wurde aufgrund der 
Transparenz sowie der chemischen Inertheit Glas ausgewählt. Da im Gegensatz zu reinen 
SiO2-Gelen Alginatgele nicht fest auf Glasträgern verankert bleiben, wurden diverse 
kationische Modifizierungen der Glasoberfläche getestet (Tabelle 6). Wie bereits gezeigt 
wurde, bildet Alginat aufgrund seiner negativen Ladung stabile Komplexe mit Polykationen, 
wie Poly-L-Lysin und Poly(ethylenimin) (PEI). Diese Komplexe sind in Anwesenheit von 
Ca2+-Chelatbildner (wie bspw. Phosphaten und Citraten) weitestgehend stabil [62]. 
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Tabelle 6: Einfluss kationischer Modifizierung von Glasträgern auf die Hydrophobie sowie Durchmesser und 
Anhaftung von Alginat/SiO2-Spots. Die Anzahl der anhaftenden Spots wurde nach 2 Wochen Stabilitätstest 
unter Strömungsbedingungen in voll-entsalztem Wasser beurteilt (Startanzahl: 25 Spots) [modifiziert nach 
Pannier et al. 2014b]. 
Oberflächenmodifikation 
Benetzungs-
winkel [°] 
Spotdurch-
messer [µm] 
Anhaftende 
Spots 
    
Unmodifiziertes Glas 38.4 + 1,2 641 + 13 0 / 25 
    
PDADMAC 1 10.6 + 0,5 703 + 21 24 / 25 
Catiofast 159 15.4 + 3,0 651 + 33 25 / 25 
PoLysinTM Träger 45.3 + 0,6 600 + 21 0 / 25 
PEI 2 52.4 + 2,0 600 + 28 25 / 25 
     
    
Amino-funkt. SiO2 3 83.9 + 1,0 511 + 22 14 / 25 
1 PDADMAC = Poly(diallyldimethylammoniumchlorid); 
2 PEI = Poly(ethylenimin); 
3 Amino-funkt. SiO2 = Amino-funktionalisiertes SiO2-Sol 
 
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden daher verschiedene kationische Modifikationen 
für eine gute Anhaftung von Alginatschichten und -spots auf Glasträgern getestet. So wurde 
beispielsweise die Eignung von im Handel bereits fertig erhältlicher Poly-L-Lysin-
Glasobjektträger (PoLysinTM) sowie die Eignung von mit kationischen Polyelektrolyten (PE) 
oder amino-funktionalisierten SiO2-Solen beschichteten Glasobjektträger untersucht (siehe 
Tabelle 6). Die Anhaftung von mittels Nanoplotter geplotteten Spots aus Alginat/SiO2-
Hydrogelen wurde über einen Zeitraum von zwei Wochen getestet – mit und ohne 
mechanische Belastung unter Strömungsbedingungen (Rühren bei 1000 rpm). Als Testlösung 
wurde voll-entsalztes Wasser (VE-H2O) verwendet. Ohne Oberflächenmodifizierung 
rutschten die Alginatschichten und -spots leicht von dem unbehandelten Glasobjektträger 
herunter – auch ohne mechanische Belastung. PoLysinTM Träger sowie mit amino-
funktionalisiertem SiO2-Sol beschichtete Glasobjektträger boten – vor allem unter 
Strömungsbedingungen – auch keine wirksame Befestigung. Im Gegensatz dazu zeigten 
PDADMAC-beschichtete Glasträger eine angemessene Anhaftung. Nach zwei Wochen 
Stabilitätstest unter Strömungsbedingung blieben 24 von 25 Spots auf dem Objektträger 
ortsfest verankert. Beste Haftungseigenschaften für Alginat zeigten mit PEI bzw. Catiofast 
159 beschichtete Glasträger. Alle Alginat/SiO2-Spots blieben hier fest auf den Trägern 
verankert. Es wurde jedoch festgestellt, dass freie C. vulgaris Zellen sich bevorzugt an der 
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PEI-modifizierten Glasoberfläche anlagerten, so dass im Laufe der Kultivierung der 
immobilisierten Zellen auch Bereiche außerhalb des Zell-Arrays mit Zellen bedeckt wurden. 
Daher wurde das Polyamid Catiofast 159 für weitere Experimente ausgewählt, da hier die 
besten Haftungseigenschaften für Alginatschichten und -spots erzielt wurden, aber keine 
Probleme mit unspezifischer Anlagerung freier Zellen beobachtet wurden. Alginat/SiO2-Spots 
blieben hier während eines verlängerten Testzeitraums von mehr als 3 Monaten unter 
Strömungsbedingungen (1000 rpm) ortsfest verankert. Das kationische Polyamid Catiofast 
159 scheint somit starke Komplexe mit dem negativ geladenen Na-Alginat auszubilden. Die 
mittels Catiofast 159 modifizierten Glasträger konnten zudem problemlos autoklaviert und 
anschließend für mehrere Monate unter trockenen Bedingungen bis zur Benutzung gelagert 
werden. Auch andere Oberflächen als Glas, wie z. B. Kunststoffe, Textilien und Metalle, 
können mit Catiofast 159 modifiziert werden. Bei einigen Trägermaterialien (Glas und 
Kunststoff) war es notwendig, die Trägermaterialien mittels Plasmabehandlung 
vorzubehandeln, um eine gute Benetzbarkeit der Oberfläche mit dem Polykation zu 
gewährleisten. 
Aus Tabelle 6 wird außerdem ersichtlich, dass durch die Wahl der Art der 
Oberflächenmodifizierung neben der Festigkeit der Anbindung der Alginatspots auch das 
Erscheinungsbild (Durchmesser und Wölbung) in Abhängigkeit von der Hydrophobie und 
Polarität der modifizierten Oberfläche bestimmt werden kann. Mit zunehmender Hydrophobie 
steigt der Wasserkontaktwinkel und die Alginatspots spreizen weniger an der Oberfläche, was 
zu einem verringerten Durchmesser der Alginatspots führt. Mit zunehmender Hydrophobie 
können somit auch engere Abstände zwischen den einzelnen Spots gewählt werden 
(Abbildung 30). 
 
 
Abbildung 30: (A) Auf mit Catiofast 159-modifiziete Glasobjektträger geplottete Zell-Arrays aus Alginat/SiO2-
Hydrogel mit variierendem Spotabstand (variierend von 300-900µm) und eingebetteten C. vulgaris Zellen. 
Wasserkontaktwinkel ca. 15°. (B) Alginat/SiO2-Array auf einer hydrophoben Glasoberfläche mit einem 
Wasserkontaktwinkel von etwa 90° (Spotabstand ca. 10 µm) [Pannier et al. 2014b]. 
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Das Potenzial der entwickelten Alginat/SiO2-Hydrogele als Immobilisierungsmatrix für den 
Einsatz und Entwicklung von Ganzzell-Biosensoren und Bioassays wurde mit Hilfe der 
Grünalge C. vulgaris näher untersucht [Pannier et al. 2014b].  
Bezüglich des Ansprechverhaltens von immobilisierten C. vulgaris Zellen wurden zunächst 
Voruntersuchungen mit Hilfe des Schwermetalls Kupfer (Cu) vorgenommen. Nach 
unterschiedlichen Expositionszeiten wurde die Intensität der Chl-a-Autofluoreszenz 
mikroskopisch beobachtet (Abbildung 31). Es zeigte sich, dass die in der entwickelten 
Alginat/SiO2-Matrix immobilisierten Zellen weiterhin in der Lage waren auf externe 
Einflüsse anzusprechen. Die Chl-a-Autofluoreszenz sank im Laufe der Zeit deutlich in 
Anwesenheit von 2 mmol Cu-Ionen. Nach 5 h war die Fluoreszenz nur noch sehr schwach 
wahrzunehmen. Kontroll-Zellen, die keinen Kontakt mit dem Schwermetall hatten, zeigten 
über den Testzeitraum wenig Veränderung in ihrer Fluoreszenzintensität. 
 
 
Abbildung 31: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Alginat/SiO2-Spots mit immobilisierten 
C. vulgaris Zellen (oben) in Anwesenheit von 2 mmol Cu-Ionen sowie (unten) Kontrolle ohne Cu. 
(Filtercharakteristika: Ex.: 460-490 nm, Em.: > 520 nm; Belichtungszeit 100ms) [Pannier et al. 2014b]. 
 
Aufgrund dieser positiven Ergebnisse der ersten Voruntersuchungen wurden die 
Toxizitätstests ausgeweitet und die Hemmung der Photosynthese mit Hilfe eines Imaging-
PAM-Fluorometers quantifiziert. Hierfür wurden Kurzzeit-Toxizitäts-Tests mit Hilfe des 
Modellschadstoffes Atrazin durchgeführt. Dieses Herbizid stammt aus der Familie der 
Chlortriazine. Die Phytotoxizität dieses Herbizides basiert auf der Interferenz mit dem 
Elektronentransport im Photosystem II (PSII) der Grünalge [107]. Als Parameter für die 
Quantifizierung des Einflusses auf die Photosynthese-Aktivität wurde die variable Chl-a-
Fluoreszenz mittels Puls Amplitude Modulated Fluorometrie (PAM-Fluorometrie) 
quantifiziert, basierend auf dem Sättigungsimpulsverfahren [42, 108, 92]. Vorteil der PAM-
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Methode ist, dass das Messsignal weitestgehend unabhängig von der Zelldichte ist. Im 
Gegensatz zu anderen Messmethoden (z. B. Fluoreszenzmessung) muss somit eine 
Vermehrung der Zellen innerhalb der Immobilisierungsmatrix in der Auswertung nicht weiter 
berücksichtigt werden.  
Ein weiterer Vorteil ist, dass Fluoreszenz-basierte Messmethoden nicht-invasiv sind und es 
somit prinzipiell möglich wird, die immobilisierten Zellen nach einer Regenierungsphase 
erneut für Toxizitätstests einzusetzen. Diese Möglichkeit wurde u. a. im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit näher untersucht [Pannier et al. 2014b]. 
Da der kleinste einstellbare Messbereich am verwendeten Imaging-PAM-Fluorometer (area of 
interest – AOI) deutlich größer (2,08 mm) als der Durchmesser der mittels Nanoplotter 
ablegbaren Alginatspots (ca. 650 mm) war, wurden für die Toxizitätstests die C. vulgaris 
Zellen anstatt in Spots in dünnen Schichten auf runden Glasscheiben (Durchmesser ca. 
15 mm) immobilisiert. Die Toxizitätstests wurden in 24-Well-Platten durchgeführt. Die 
immobilisierten Zellen wurden mit dem Herbizid in unterschiedlichen Konzentrationen in 
Kontakt gebracht und die Hemmung der Photosynthese mittels PAM-Fluorometrie 
quantifiziert und daraus die Konzentrations-Wirkungs-Kurven abgeleitet.  
 
Abbildung 32: Beispielkurve der Konzentrations-Wirkungskurve der Kurz-Zeit-Toxizitätstests von in 
Alginat/SiO2-Hydrogelen immobilisierten C. vulgaris Zellen. Modellschadstoff Atrazin. Als Grundlage dienten 
die gemessenen Daten der Hemmung der Photosynthese je Konzentration (N =6) in Bezug zu den Kontrollen. 
Die offenen Dreiecke markieren die Kontrolle ohne DMSO. Die geschlossenen Dreiecke entsprechen den 
Kontrollen die 0,1 % des Lösungsmittels DMSO enthalten. Der EC50-Wert entspricht der Konzentration die ein 
50 %ige Hemmung der Photosynthese hervorruft. (Als Beispielkurve wurde die Probe ausgewählt, welche 8 
Wochen bei 20 °C gelagert wurde – siehe Abbildung 35B) [modifiziert nach Pannier et al. 2014b]. 
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Prinzipiell lässt sich sagen, dass für alle durchgeführten Versuchsreihen die Inhibierung der 
Chl-a-Autofluoreszenz konzentrationsabhängig war und einem sigmoidalen Kurvenverlauf 
folgte (Beispiel siehe Abbildung 32). Für allen Proben wurden hohe Korrelationskoeffizienten 
erzielt (R2> 0,98).  
In Abbildung 32 sind an einer Bespielkurve die einzelnen Messpunkte je 
Konzentrationsbereich sowie die daraus modellierte Konzentrations-Wirkungskurve 
dargestellt. Um die hohe Qualität und Güte zu verdeutlichen, wurde als Beispielkurve die 
Versuchsreihe mit der höchsten Varianz der einzelnen Messpunkte sowie dem niedrigste R2-
Wert ausgewählt. 
In allen nachfolgenden Abbildungen werden zur Vereinfachung der Darstellung der 
Testergebnisse nur die Mittelwerte der ermittelten Hemmungen, ohne Standardabweichung, 
abgebildet. Zu allen Kurven werden die EC50-Werte (Konzentration, bei der eine 50 %ige 
Hemmung der Photosynthese hervorgerufen wird; Median-Effekt-Konzentrationen) mit 
angegeben, um die einzelnen Proben besser untereinander sowie mit Literaturdaten 
vergleichen zu können. Für weitere Informationen und Zusammenfassung aller statistischen 
Werte inkl. Standardabweichungen und Fitting-Parameter siehe Pannier et al. [2014b]. 
 
Abbildung 33: Konzentrations-Wirkungskurve von in Alginat/SiO2-Hydrogelen immobilisierten C. vulgaris 
Zellen (geschlossene Symbole und durchgängige Linien) im Vergleich zu freien Zellen (offene Symbole und 
gestrichelte Linien) nach unterschiedlichen Kontaktzeiten mit dem Modellschadstoff Atrazin. Es sind die 
Durchschnittswerte der Inhibierungsdaten (N = 6) dargestellt [modifiziert nach Pannier et al. 2014b]. 
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Kurzzeit-Toxizitätstests (Expositionsdauer: 1 h) zeigten, dass in Alginat/SiO2-Hydrogelen 
immobilisierte C. vulgaris Zellen auch weiterhin in der Lage waren, die Präsenz des 
Herbizides Atrazin anzuzeigen. Die Reaktion der immobilisierten Mikroalgen konnte mit der 
freier Zellen verglichen werden (Abbildung 33). Für längere Kontaktzeiten (> 1 h) wurde eine 
abnehmende Empfindlichkeit sowohl für freie als auch für immobilisierte Zellen beobachtet, 
was auf eine physiologische Anpassung (Akklimatisierung) der Algen hinweist [109, 110]. 
Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit wurde die Sensitivität immobilisierter Zellen, welche 
aus verschiedenen, unabhängigen Chargen stammen, untersucht (Abbildung 34). Der Verlauf 
der Konzentrations-Wirkungskurven von Proben aus gleichen Chargen zeigte eine hohe 
Übereinstimmung mit nur geringen Unterschieden. EC50-Werte (Median-Effekt-
Konzentrationen) unabhängiger Chargen zeigten eine etwas höhere Varianz. Sie variierten um 
einen Faktor von zwei (im Bereich von 0,04 mg L-1 bis 0,09 mg L-1) und zeigten somit noch 
eine moderate Übereinstimmung. Die Werte waren mit Literaturdaten vergleichbar (Ecotox 
Daten) [111]. Die Unterschiede sind vermutlich auf biologische Variabilität zurückzuführen 
[112].  
 
Abbildung 34: Konzentrations-Wirkungskurve von unabhängigen Chargen von in Alginat/SiO2-Hydrogelen 
immobilisierten C. vulgaris Zellen nach 1 h Exposition mit dem Modellschadstoff Atrazin. Es sind 
Durchschnittswerte der Inhibierungsdaten (N = 6) dargestellt [modifiziert nach Pannier et al. 2014b]. 
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Untersuchungen zur Lagerfähigkeit und Wiederverwendbarkeit immobilisierter Zellen 
zeigten, dass die Zellantwort in Anwesenheit von Atrazin nach einem Testzeitraum von über 
8 Wochen Lagerung weitestgehend erhalten blieb – auch wenn die Proben immer wieder 
erneuten Kurzzeit-Toxizitätstests ausgesetzt waren. EC50-Werte nach Lagerung – sowohl mit 
(siehe Abbildung 36) als auch ohne wiederholtem Einsatz in Toxizitätstests (siehe Abbildung 
35) – lagen immer noch in der Spannweite der EC50-Werte, die zwischen Proben 
unterschiedlicher Chargen ermittelt wurde.  
Nur Proben, die bei 20 °C unter einem Licht-Dunkel-Zyklus gelagert wurden, zeigten eine 
verringerte Sensibilität nach 4 Wochen (Abbildung 35B und Abbildung 36B). Die EC50-
Werte stiegen auf das Dreifache des Ursprungswertes bis zu einem Wert von 0,12 mg L-1. Die 
Abnahme der Empfindlichkeit ist vermutlich auf Alterungserscheinungen sowie verstärkte 
Vermehrung der immobilisierten Zellen in der Immobilisierungsmatrix zurückzuführen. 
Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung mit denen von Ivorra et al. [113] und Schmitt-Jansen 
et al. [108]. Sie haben eine Abnahme der Empfindlichkeit gegenüber Atrazin und anderen 
Herbiziden für ältere Mikroalgen-Biofilme beobachtet.  
In der vorliegenden Arbeit trat das Phänomen der Toleranzentwicklung nicht so deutlich 
hervor, wenn die Proben bei kühlen Bedingungen in Dunkelheit gelagert wurden (Abbildung 
35A und Abbildung 36A). Aus diesem Grund scheint eine Lagerung der Zellen unter diesen 
Bedingungen günstiger zu sein, so dass Zellproliferation und Alterungseffekte reduziert 
werden.  
Die gute Übereinstimmung der erhaltenen Konzentrations-Wirkungs-Kurven veranschaulicht 
die Stabilität und Reversibilität der konzentrationsabhängigen Reaktion von in Alginat/SiO2-
Hydrogelen immobilisierten C. vulgaris Zellen. Nach einer Regenerationsphase konnten sich 
die Zellen von der hemmenden Wirkung des Atrazins erholen und erneut für Toxizitätstests 
eingesetzt werden.  
Die Wiedereinsatzfähigkeit der immobilisierten Zellen für Toxizitätstest ist jedoch im starken 
Zusammenhang mit dem eingesetzten Schadstoff zu sehen. Das Triazin-Herbizid Atrazin 
erzeugt im Allgemeinen eine reversible Hemmung des PSII, es wird kaum bioakkumuliert 
und führt in der Regel nicht zu dauerhaften Zellschäden und Zellsterben [114].  
Das Verhalten immobilisierter C. vulgaris Zellen in Anwesenheit von anderen Schadstoffen 
kann somit anders ausfallen. Eine schnelle Regeneration von Mikroalgen wurde aber auch für 
anderen Photosynthese-hemmende Substanzen berichtet [115, 116]. 
 
90 
 
 
 
Abbildung 35: Konzentrations-Wirkungskurve von in Alginat/SiO2-Hydrogelen immobilisierten C. vulgaris 
Zellen nach Lagerung (A) bei 4 °C im Dunklen bzw. (B) Kultivierung bei 20 °C unter einem Licht-Dunkel-
Zyklus von 14:10 h in Kultivierungsmedium ½ Tamiya. Die Konzentrations-Wirkungskurve der ersten 
Exposition ist mit einer durchgängigen Linie markiert. Expositionsdauer 1 h. Es sind Durchschnittswerte der 
Inhibierungsdaten (N = 6) dargestellt [modifiziert nach Pannier et al. 2014b]. 
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Abbildung 36: Konzentrations-Wirkungskurve von in Alginat/SiO2-Hydrogelen immobilisierten C. vulgaris 
Zellen nach erneutem Einsatz in Toxizitätstests sowie anschließender Regenerierung und Lagerung (A) bei 4 °C 
im Dunklen bzw. (B) Kultivierung bei 20 °C unter einem Licht-Dunkel-Zyklus von 14:10 h in 
Kultivierungsmedium ½ Tamiya. Das Alter der Zellen ist in Klammern mit angegeben. Die Periode zwischen 
den einzelnen Toxizitätstests entsprach 1 Woche für Zyklus 1-7 sowie 2 Wochen zwischen Zyklus 7 und 8. Die 
Konzentrations-Wirkungskurve der ersten Exposition ist mit einer durchgängigen Linie markiert. 
Expositionsdauer 1 h. Es sind Durchschnittswerte der Inhibierungsdaten (N = 6) dargestellt [modifiziert nach 
Pannier et al. 2014b]. 
1E-3 0,01 0,1 1 10
0
20
40
60
80
100
In
h
ib
it
io
n
 o
f 
P
h
o
to
s
y
n
th
e
s
is
 [
%
]
Atrazine [mg L-1]
EC50 values [mg L
-1]
1x                  (   ) 0.04 ± 0.006
2x (1 week)   (   ) 0.04 ± 0.002
3x (2 weeks) (   ) 0.04 ± 0.002
4x (3 weeks) (   ) 0.07 ± 0.006
5x (4 weeks) (   ) 0.07 ± 0.007
6x (5 weeks) (   ) 0.04 ± 0.011
7x (6 weeks) (   ) 0.06 ± 0.003
8x (8 weeks) (   ) 0.05 ± 0.002
(A)
H
em
m
u
n
g
d
e
r 
P
h
o
to
sy
n
th
es
e 
[%
]
Atrazinkonzentration [mg L-1]
EC50 values [mg L
-1]
1x                  (   ) 0.04 ± 0.003
2x (1 week)   (   ) 0.04 ± 0.004
3x (2 weeks) (   ) 0.05 ± 0.004
4x (3 weeks) (   ) 0.08 ± 0.005
5x (4 weeks) (   ) 0.06 ± 0.004
6x (5 weeks) (   ) 0.06 ± 0.002
7x (6 weeks) (   ) 0.07 ± 0.003
8x (8 weeks) (   ) 0.08 ± 0.004
1E-3 0,01 0,1 1 10
0
20
40
60
80
100
In
h
ib
it
io
n
 o
f 
P
h
o
to
s
y
n
th
e
s
is
 [
%
]
Atrazine [mg L-1]
(B)
H
em
m
u
n
g
d
e
r 
P
h
o
to
sy
n
th
es
e 
[%
]
Atrazinkon entration [mg L-1]
92 
 
Die Reversibilität der Zellantwort und die Möglichkeit, immobilisierte Algenzellen für 
Toxizitätstests wiederzuverwenden, wurde sowohl für weitere Triazin-Herbizide wie Simazin, 
Propazin und Terbuthylazin als auch für Harnstoff-Derivate wie z. B. Isoproturon, Diuron und 
Linuron gezeigt [117–119]. Im Gegensatz dazu verursacht das Herbizid Dinitro-o-cerosol 
(DNOC) aus der Familie der Nitrophenole aufgrund von Entkopplungseffekten der oxidativen 
Phosphorylierung (zusätzlich zu der Hemmung des PSII-Elektronentransports) irreversible 
Schäden an C. vulgaris Zellen [118]. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass C. vulgaris Zellen leicht 
innerhalb von Alginat/SiO2-Hydrogelschichten und Arrays immobilisiert werden können. Im 
Gegensatz zu reinen SiO2-Gelen können sich die Zellen in der Matrix vermehren und bleiben 
dadurch für längere Zeit überlebensfähig. Die photosynthetische Aktivität und das 
Ansprechverhalten gegenüber dem Herbizid Atrazin konnte über mehrere Wochen hinweg 
aufrechterhalten werden. Die immobilisierten Zellen können somit auch über einen längeren 
Zeitraum hinweg gelagert und transportiert werden, so dass auch ein Einsatz im Feld denkbar 
wäre. Darüber hinaus konnten die immobilisierten C. vulgaris Zellen nach einer 
Regenerationsphase wiederholt für Kurzzeit-Toxizitätstests eingesetzt werden. Der in der 
vorliegenden Arbeit verwendete Modell-Schadstoff Atrazin bewirkt eine kurzfristige 
Hemmung der Photosynthese aufgrund der Unterbrechung des Elektronenflusses. Die durch 
dieses Herbizid hervorgerufene Hemmung ist weitestgehend reversibel und es kommt zu 
keinen dauerhaften Zellschäden. Das Ansprechverhalten der Sensorzellen auf Atrazin zeigte 
sich auch nach 8 Wochen Lagerung und mehrfachem Einsatz für Toxizitätstests als 
weitestgehend stabil. Für die zwischenzeitliche Regeneration und Lagerung erwiesen sich, im 
Vergleich zu einer Lagerung bei 20 °C unter einem Licht-Dunkel-Zyklus, kühle 
Temperaturen (4 °C) und Dunkelheit als am Günstigsten.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde als Zellantwort ein optisches Fluoreszenzsignal 
(Chl-α-Autofluoreszenz) ausgewertet. Aufgrund der Transparenz und der Weichheit des 
entwickelten Alginat/SiO2-Hybridgeles wäre aber bspw. auch die Detektion von 
Morphologieänderungen denkbar. 
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4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Immobilisierte Mikroorganismen sind im Bereich der Umwelttechnik sowohl für die 
Schadstoffentfernung als auch für die Schadstoffdetektion von großem Interesse. Ziel der 
vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe des Sol-Gel-Verfahrens lebende Mikroorganismen in 
ein biologisch aktives, keramik-ähnliches Verbundmaterial („Biocer“) für die Entfernung 
bzw. Detektion von Schadstoffen zu immobilisieren. Verschiedene Strategien sollten hierfür 
entwickelt werden, um eine hohe Langzeitaktivität und -vitalität sowie eine hohe Langzeit-
lagerfähigkeit der eingebetteten Zellen sicherzustellen und ein transport- und lagerfähiges, 
Ready-to-Use-Material zu entwickeln.  
 
 
Zielstellung 1: Erhalt der Langzeitaktivität Sol-Gel-immobilisierter Zellen 
Neben den vielen Vorteilen der Sol-Gel-Immobilisierung von lebenden Mikroorganismen, 
wie hoher mechanischer und chemischer Stabilität, einstellbarer Porosität sowie vielfältiger 
Modifizierungsmöglichkeiten der SiO2-Matrix, ist als wesentlicher Nachteil die stark 
eingeschränkte Zellteilung in der starren, unnachgiebigen SiO2-Matrix zu nennen. Dadurch 
sind die immobilisierten Zellen physiologisch eingeschränkt, was unter Umständen zu einer 
reduzierten (Langzeit-)Vitalität führen kann. Zudem sind Bioabbauprozesse oftmals an 
Zellwachstum gekoppelt, so dass sowohl eine hohe Überlebensrate während der 
Immobilisierung, der Lagerung und des Einsatzes wünschenswert wäre als auch die 
Möglichkeit zur Zellteilung in der Immobilisierungsmatrix gewährleistet werden sollte. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Herangehensweisen entwickelt und 
optimiert, um Zellwachstum innerhalb der Immobilisierungsmatrix zu ermöglichen 
(Zielstellung 1) und auf diese Weise die (Langzeit-)Aktivität der immobilisierten Zellen zu 
erhöhen. Dies wurde zum einen durch die Erhöhung der Makroporosität der SiO2-Matrix 
sowie durch die Entwicklung einer weichen, flexiblen Alginat/SiO2-Matrix realisiert.  
Mittels dem Freeze-Gelation-Verfahren (siehe Kapitel 4.2) können, im Vergleich zu 
klassischen SiO2-Gelen, SiO2-Matrizen mit einer deutlich höheren Porosität – vor allem auch 
im Makrobereich – erzeugt werden. Durch Zugabe von Füllstoffen wird die 
Materialschrumpfung und damit auch das Schrumpfen der Poren während der Trocknung 
minimiert, so dass Freeze-Gelation-Biocere mit einer hohen Makroporosität bei gleichzeitig 
hoher Stabilität erzeugt werden konnten. Durch Steuerung der Geschwindigkeit des 
Einfrierprozesses sowie des Wassergehaltes und der Schlickerzusammensetzung kann zudem 
Einfluss auf die Eiskristallbildung und damit auf die resultierende Porenstruktur genommen 
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werden. Allerdings kommt es während des Einfrier- und Gefriertrocknungsschrittes oftmals 
zu einer erheblichen Reduktion der Vitalität der eingebetteten Zellen. Aus diesem Grund 
wurden die Einfrierbedingungen in Bezug auf einstellbare Porosität vs. Überlebensrate 
optimiert. Zudem wurde untersucht, inwieweit durch kryoprotektive Maßnahmen (Zugabe 
von Gefrierschutzmitteln zu dem Sol bzw. vorherige Einbettung der Mikroorganismen in eine 
zellschützende Matrix) die Überlebensrate der eingebetteten Zellen erhöht werden kann. Es 
zeigte sich jedoch, dass durch Beimischung von Kryoprotektoren in den für einen effektiven 
Gefrierschutz relevanten Konzentrationsbereichen die Stabilität der Freeze-Gelation-Biocere 
stark herabgesetzt wird, so dass deren Einsatz sorgfältig abgewogen werden sollte. Zudem 
konnten nicht alle getesteten Mikroorganismen erfolgreich mittels der Freeze-Gelation-
Technik immobilisiert werden. So erwies sich beispielsweise die Immobilisierung in Freeze-
Gelation-Bioceren – trotz kryoprotektiver Maßnahmen – als zu belastend für die 
Bakterienstämme A. tertiaricarbonis L108 sowie G. xylinus.  
Eine weitere, deutlich sanftere Möglichkeit zur Erhöhung der Makroporosität bietet die 
Immobilisierung der Mikroorganismen auf Trägermaterialien mit einer hohen Makroporosität 
(siehe Kapitel 4.3). Mittels Tauchbeschichtung des Trägermaterials in einem Zell-Sol-
Gemisch werden hier die Zellen in dünnen SiO2-Schichten auf der Oberfläche bzw. in den 
Poren des Trägermaterials fixiert. Die Zellen können hier aus den dünnen Schichten 
herauswachsen und werden zunächst in den großen Makroporen zurückgehalten. Als 
besonders vielversprechend haben sich Blähtonbruchstücke als Trägermaterial erwiesen, da 
diese neben einer hohen, offenen Makroporosität auch ein hohes Wasserspeichervermögen 
besitzen (siehe auch Zielstellung 2a: Aufrechterhaltung der Feuchtigkeit in der 
Immobilisierungsmatrix). Das hohe Wasserspeichervermögen war sowohl für eine hohe 
Langzeitlagerfähigkeit außerhalb eines flüssigen Mediums verantwortlich als auch für hohe 
Überlebensraten während der Immobilisierung selbst, da die Gelierung der SiO2-Schichten an 
Luft erfolgt. Im Gegensatz zu der Freeze-Gelation-Technik konnten hier für alle getesteten 
Mikroorganismen hohe Überlebensraten erreicht werden. Diese Form der Immobilisierung ist 
zudem deutlich preisgünstiger, da zum einen billige Materialien, wie Blähtonbruchstücke, als 
Trägermaterial verwendet werden können und zum anderen aufwendige Arbeitsschritte, wie 
Einfrieren und Gefriertrocknen, wegfallen. Außerdem werden deutlich höhere 
Überlebensraten während der Immobilisierung erzielt, so dass weniger Biomasse als 
Startmaterial zur Immobilisierung notwendig wird, um dieselbe Ausgangsaktivität zu 
erreichen. Auch im Vergleich der Lagerstabilität erwiesen sich auf Blähton immobilisierten  
R. ruber Zellen als lagerstabiler im Vergleich zu in Freeze-Gelation-Bioceren eingebetteten 
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Zellen (siehe auch Zielstellung 2). Bezüglich der Aktivität frisch immobilisierter Zellen 
konnte bei beiden Varianten eine hohe Langzeitaktivität der immobilisierten Zellen bezüglich 
eines Schadstoffabbaus festgestellt werden. Vorrausetzung war natürlich, dass die Zellen 
prinzipiell eine ausreichende Überlebensrate während der Immobilisierung in Freeze-
Gelation-Bioceren aufwiesen. Die Immobilisate konnten in Batch-Tests mehrfach wiederholt 
eingesetzt werden und zeigten über längere Zeiträume hinweg einen effizienten 
Schadstoffabbau. Zwischen den einzelnen Abbauzyklen der Batch-Tests wurden alle 
Immobilisate gründlich gewaschen, um lose anhaftende Zellen zu entfernen. So zeigte 
beispielsweise der auf Blähtonbruchstücken immobilisierte Bakterienstamm P. ADP 
innerhalb von 12 Monaten keine signifikante Veränderung in der Abbaurate von Atrazin. 
Ähnliches galt für R. ruber, welcher mittels der Freeze-Gelation-Technik immobilisiert 
wurde. Während der gesamten Versuchsdauer über einen Zeitraum von über 12 Monaten 
blieb die Phenolabbaurate weitestgehend unverändert. Selbst die mechanisch Entfernung 
und/oder Inaktivierung mittels UV-Behandlung des auf der Oberfläche gebildeten Biofilms 
zeigte keinen signifikanten Einfluss. 
Im Vergleich zu klassischen SiO2-Hydrogelen, deren Porosität im Mikro- und Mesobereich 
liegt, führt die Erhöhung der Makroporosität zu einem verbesserten Stoffaustausch und bietet 
den eingebetteten Zellen zudem Platz für Zellteilung. So können sich die Zellen innerhalb der 
großen Makroporen vermehren und werden durch die poröse Struktur der 
Immobilisierungsmatrix zunächst weitestgehend zurückgehalten, so dass ein Austrag der 
Zellen in kontinuierlich durchflossenen Systemen verhindert wird. 
Eine weitere Strategie zur Förderung der Zellteilung und langfristigen Lebensfähigkeit 
innerhalb der zunächst starren SiO2-Matrix ist die Entwicklung einer weicheren/flexibleren 
Immobilisierungsmatrix durch beispielsweise die Kombination der Sol-Gel-Technik mit 
einem organischen Polymer (siehe Kapitel 4.4). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 
das anionische Polysaccharid Na-Alginat aufgrund seiner hohen Biokompatibilität und seiner 
Transparenz ausgewählt. Durch elektrostatische Wechselwirkungen mit einem amino-
funktionalisierten SiO2-Sol konnten Na-Alginat-Schichten und -Arrays, in denen sich die zu 
immobilisierenden Zellen befanden, geliert werden. Auf diese Weise konnte ein Alginat/SiO2-
Hydrogel erzeugt werden, welches im Inneren einen weichen Kern hatte, der Zellteilung und 
Morphologieänderungen der immobilisierten Zellen innerhalb der Immobilisierungsmatrix 
zuließ. Zusätzlich zu den elektrostatischen Wechselwirkungen kam es, durch Annäherung der 
SiO2-Nanopartikel, zu einer zusätzlichen Vernetzung der Nanopartikel durch Siloxanbrücken 
(siehe Abschnitt 2.1.3). Im Vergleich zu herkömmlicherweise mit Ca2+-Ionen gelierten Ca-
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Alginatgelen waren die entwickelten Alginat/SiO2-Gele deutlich stabiler und konnten auch für 
längere Zeiträume in salzhaltigen Lösungen (wie z. B. Nährmedien und Phosphatpuffer) 
eingesetzt werden. Verschiedene Mikroorganismen (Bakterien, Hefen und Mikroalgen) 
konnten auf diese Weise erfolgreich immobilisiert werden und wiesen eine hohe 
Überlebensrate während der Immobilisierung auf und konnten sich in der Alginat/SiO2-
Matrix vermehren. 
 
Zielstellung 2: Langzeitlagerung und Erhalt der Vitalität bei Lagerung außerhalb eines 
flüssigen Mediums 
Um zum einen Kosten für Lagerung und Transport zu sparen und zum anderen die 
Handhabung der Immobilisate zu vereinfachen, sollten Lösungsstrategien entwickelt werden, 
mit denen es möglich wird, immobilisierte Zellen auch für längere Zeit außerhalb eines 
flüssigen Mediums zu lagern.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden deshalb zwei verschiedene Varianten angestrebt, 
um eine Langzeitlagerfähigkeit der Immobilisate zu realisieren. Zum einen sollten Strategien 
entwickelt werden, um eine Lagerung außerhalb eines flüssigen Mediums unter feuchten 
Bedingungen (z. B. in einer Feuchtkammer) zu ermöglichen. Hierfür wurden die Zellen in 
dünnen SiO2-Schichten auf Trägermaterialien mit einem hohem Wasserspeichervermögen 
immobilisiert (Zielstellung 2a). Als zweite Variante sollte eine Möglichkeit gefunden werden, 
die immobilisierten Zellen unter trocknen Bedingungen lagern zu können (Zielstellung 2b). 
Auf diese Weise können Biofouling-Probleme umgangen werden. Diese Zielstellung wurde 
mittels der Freeze-Gelation-Technik erfüllt. Über einen Gefriertrocknungsschritt wurden hier 
die Zellen in eine trocken lagerfähige Form überführt.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung beider Immobilisierungsmethode für 
verschiedene Zelltypen (Bakterien und Hefen) getestet und optimiert. Über die Freeze-
Gelation-Methode eingebettete R. ruber Zellen konnten auf diese Weise beispielsweise 
mehrere Monate trocken gelagert werden. Günstig hat sich hier vor allem eine Lagerung bei 
kühlen Temperaturen (4 °C) erwiesen. Auch nach mehreren Monaten Lagerung bei 4 °C unter 
trockenen Bedingungen, zeigten die Immobilisate eine hohe Aktivität und haben effizient den 
Modellschadstoff Phenol abgebaut. Bei Raumtemperatur konnte der Stamm einige Wochen 
erfolgreich gelagert werden. Dieser Zeitraum würde prinzipiell ausreichen, um die in der 
Freeze-Gelation-Keramik eingebetteten Zellen vom Ort der Herstellung auch zu etwas weiter 
entfernten Orten des Einsatzes – ohne besondere Vorkehrungen/Kühlung – zu transportieren. 
97 
 
Es hat sich jedoch gezeigt, dass aufgrund der für die zu immobilisierenden Zellen doch sehr 
belastenden Herstellungsbedingungen (Einfrierung und anschließend Gefriertrocknung) diese 
Form der Immobilisierung nicht für alle Mikroorganismen gleichermaßen geeignet ist. Um 
beispielsweise den Bakterienstamm A. tertiaricarbonis L108 effizient immobilisieren zu 
können, musste eine sanftere Form der Immobilisierung gefunden werden, die gleichzeitig 
den Zellen genügend Platz zur Zellteilung bietet (siehe auch Zielstellung 1) und zudem eine 
hohe Überlebensrate während langfristiger Lagerung ermöglicht. Hier wurden verschiedene 
poröse Trägermaterialien getestet, auf denen die Bakterienzellen in dünnen SiO2-Schichten 
mittels der Sol-Gel-Technik aufgebracht wurden. Neben einer hohen Makroporosität war ein 
gutes Wasserspeichervermögen ein entscheidendes Auswahlkriterium, um die Feuchtigkeit in 
der Immobilisierungsmatrix sowohl während der Immobilisierung als auch während der 
Lagerung außerhalb eines Flüssigmediums aufrecht zu erhalten. Hier erwiesen sich 
Blähtonbruchstücke als ausgezeichnetes Trägermaterial. Blähton wird in der Hydrokultur 
eingesetzt und besitzt neben einer hohen Makroporosität ein ausgezeichnetes 
Wasserspeichervermögen. Mittels der Sol-Gel-Technik auf Blähtonbruchstücken 
immobilisierte A. tertiaricarbonis L108 Zellen konnten über mehrere Monate hinweg unter 
feuchten Bedingungen gelagert werden, ohne erhebliche Verluste ihrer MTBE-Abbauaktivität 
– und dies sowohl bei kühlen Temperaturen (4 °C) als auch bei Raumtemperatur (25 °C). Eine 
Kühlung während Lagerung und Transport wäre somit nicht zwingend erforderlich.  
Wurden die Bakterien im Gegensatz dazu in dünnen SiO2-Schichten auf Trägermaterialien 
mit niedrigem Wasserspeichervermögen (z. B. auf Glasträgern) bzw. in klassischen Ca-
Alginatkugeln immobilisiert und außerhalb eines flüssigen Mediums z. B. in einer 
Feuchtkammer gelagert, sank die Vitalität und Bioaktivität der eingebetteten Zellen während 
der Lagerung innerhalb kürzester Zeit (wenige Tage bis Wochen) bis hin zur völligen 
Inaktivierung der Zellen.  
Auch für andere auf Blähtonbruchstücken immobilisierte Bakterienstämme (R. ruber und 
P. ADP) wurde eine sehr gute Lagerstabilität erzielt. Auch nach über einem Jahr Lagerung 
unter feuchten Bedingungen konnten die Immobilisate effizient für den Schadstoffabbau 
eingesetzt werden. 
 
Zielstellung 3: Nutzung von Drucktechniken für Biosensoranwendungen 
Durch die immer weiter fortschreitende Miniaturisierung und Entwicklung von 
Drucktechniken gewinnt die Applikation von verschiedenen Zelltypen in Zell-Arrays immer 
mehr an Bedeutung, um schnell und effizient parallele Toxizitätsmessungen durchführen zu 
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können. Der direkte Druck von SiO2-Solen ist jedoch aufgrund des schnellen Eintretens der 
Gelierung nach erfolgter Neutralisation schwierig. Bei Verwendung von SiO2-Solen mit 
längeren Gelierungszeiten treten jedoch aufgrund der geringen Volumina 
Austrocknungsprobleme der geplotteten Spots auf (Volumina im nL-Bereich).  
Um diese Probleme zu umgehen, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die unter 
Zielstellung 1 entwickelten weichen Alginat/SiO2-Hybridgele für die Ablage mittels 
Drucktechniken genutzt und weiterentwickelt. Arrays aus einem Gemisch aus Na-Alginat und 
den zu immobilisierenden Zellen konnten so leicht ohne zu erwartende Viskositätsänderungen 
im Nanoliter-Maßstab mittels eines Druckers auf Glasobjektträgern abgelegt werden. 
Anschließend wurden die kleinen Spots sofort mittels amino-funktionalisiertem SiO2-Sol 
geliert, so dass die Zell-Arrays nur für wenige Sekunden während des Druckvorganges 
außerhalb eines flüssigen Mediums waren. 
Aufgrund der guten Stabilität und hohen Transparenz sind die geplotteten Alginat/SiO2-
Hybridgele beispielsweise sehr gut für die Entwicklung von optischen Biosensoren geeignet, 
bei denen die eingebetteten Sensorzellen mit einem optischen Signal (wie z. B. Fluoreszenz, 
Biolumineszenz, Morphologieänderung) auf die Präsenz und Bioverfügbarkeit von 
Schadstoffen und Umwelteinflüssen reagieren.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Grünalge C. vulgaris als Sensorzelle in 
Alginat/SiO2-Hybridgelen immobilisiert und der Modelschadstoff Atrazin detektiert. Die 
immobilisierten Zellen zeigten ein ähnliches Ansprechverhalten wie frei suspendierte Zellen. 
Auch nach mehreren Wochen Lagerung in wässrigem Medium sprachen die immobilisierten 
Zellen weiterhin sensibel auf den Schadstoff Atrazin an – vor allem bei Lagerung bei kühlen 
Temperaturen in Dunkelheit. Da das für den Kurzzeit-Toxizitätstest verwendete Herbizid eine 
reversible Hemmung der Photosyntheseaktivität auslöst, konnten die immobilisierten 
C. vulgaris Zellen nach einer Regenerationsphase auch mehrfach als Sensorzelle eingesetzt 
werden. 
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5 Schlussfolgerung und Ausblick 
In der Umwelttechnik bieten sich verschiedenste Anwendungsfelder für Sol-Gel-
immobilisierte Mikroorganismen an. So können diese für die mikrobiologische Sanierung 
über biosorptive und bioakkumulative Prozesse als auch über Biotransformation der 
Schadstoffe zu nicht toxischen Substanzen genutzt werden. Aber vor allem auch im Bereich 
der Umweltanalytik eröffnen sich interessante Einsatzfelder.  
Neben einer hohen Makroporosität, die sowohl für einen guten Stoffaustausch als auch für die 
Ermöglichung von Zellteilungen wichtig ist, spielt die Aufrechterhaltung der Feuchtigkeit 
sowohl während der Immobilisierung als auch während der Lagerung und des Einsatzes eine 
wichtige Rolle für die Aktivität und Vitalität der eingebetteten Zellen. Diverse Schadstoff-
abbauende Mikroorganismen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit in dünnen SiO2-
Schichten auf porösen, wasserspeichernden Trägermaterialien immobilisiert. Die 
immobilisierten Zellen konnten ohne erheblichen Aktivitätsverlust auch außerhalb eines 
wässrigen Mediums in einer feuchten Umgebung über mehrere Monate hinweg gelagert 
werden – und dies auch bei Raumtemperatur.  
Eine Lagerung unter trockenen Bedingungen wäre noch vorteilhafter, da hier zum einen 
Kosten für Lagerung und Transport noch weiter reduziert und zudem die Handhabung 
vereinfacht werden würde. Des Weiteren könnten Biofouling-Probleme umgangen werden. 
Über die Nutzung des Freeze-Gelation-Verfahrens konnten die zu immobilisierenden Zellen 
über einen Gefriertrocknungsschritt in eine trocken lagerfähige Form überführt werden und 
gleichzeitig in formstabile Formkörper diverser Geometrien mit überdurchschnittlich hoher 
Makroporosität eingebettet werden. Allerdings hat sich gezeigt, dass diese Methode trotz 
Anwendung diverser kryoprotektiver Maßnahmen nicht für alle Mikroorganismen 
gleichermaßen geeignet ist. Zudem ist diese Immobilisierungsmethode teurer und 
aufwendiger im Vergleich zu einer Beschichtung eines preisgünstigen Trägermaterials wie 
Blähtonbruchstücken. Auch die Überlebensrate und Lagerstabilität von beispielsweise R. 
ruber Zellen in Freeze-Gelation-Bioceren war deutlich niedriger im Vergleich zu auf 
Blähtonbruchstücken immobilisierten R. ruber Zellen. Aus diesen Gründen erscheint eine 
Immobilisierung auf Blähtonbruchstücken prinzipiell vorteilhafter, zumindest wenn die 
Immobilisate nicht unbedingt unter trockenen Bedingungen gelagert werden müssen.  
Im Gegensatz zu klassischen, starren SiO2-Gelen mit Porengrößen im Mikro- und 
Mesobereich, konnte mittels des Freeze-Gelation-Verfahrens sowie der Sol-Gel-Beschichtung 
von hoch porösen Blähtonbruchstücken Immobilisierungsmatrizen mit überdurchschnittlich 
hoher Makroporosität erzeugt werden, welche im Inneren Zellteilung der eingebetteten Zellen 
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zuließen und auf diese Weise die Funktionalität der lebenden Zellen über einen langen 
Zeitraum aufrechterhielten. Neben der Erhöhung der Makroporosität wurde als zweiter 
Ansatzpunkt ein stabiles, weiches Hybridmaterial entwickelt (Alginat/SiO2-Hybridgele). 
Durch die Kombination des flexiblen, organischen Polymers mit einem amino-
funktionalisierten SiO2-Sol wurde zum einem Zellteilung innerhalb des weichen Kerns 
möglich und zum anderen konnte die chemische Stabilität deutlich erhöht werden. Im 
Vergleich zu klassischen Ca-Alginatgelen können die entwickelten Alginat/SiO2-Gele auch in 
salzhaltigen Lösungen über längere Zeit eingesetzt werden.  
Für alle drei Immobilisierungsvarianten konnte somit eine gute Funktionalität und 
Langzeitaktivität der eingebetteten Zellen erreicht werden. Über mehrere Monate hinweg 
bauten Schadstoff-abbauende Mikroorganismen zuverlässig die gewünschten Schadstoffe ab. 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Abbauversuche wurden in Repeated-
Batch-Tests bzw. in Säulenversuchen im Labormaßstab mit synthetischen Medien und unter 
für das Wachstum optimalen Temperaturen (Raumtemperatur bzw. 30 °C) durchgeführt. Um 
die mögliche Anwendung für die Sanierung kontaminierter Wässer und Böden tiefgreifender 
zu bewerten, sind jedoch weiterführende Studien notwendig. Die Bioaktivität und die 
Stabilität der Immobilisierungsmaterialien müsste somit noch unter Feldbedingungen mit real 
verunreinigten Wässern sowie bei real existierenden Temperaturen untersucht werden, um 
deren Einsatzfähigkeit genauer beurteilen zu können. Wie stark ist unter diesen Bedingungen 
die Biofilmbildung und das Wachstum in den Immobilisaten? Inwieweit wird der 
Schadstoffabbau beeinflusst? Bietet die Immobilisierung ausreichend Schutz vor 
Verdrängung durch andere Mikroorganismen sowie vor schädigenden Einflüssen wie 
extremen pH-Werten und hohen/schwankenden Schadstoffkonzentrationen? 
Des Weiteren sind tiefgreifendere Untersuchungen notwendig, um die Lagerbeständigkeit der 
immobilisierten Schadstoff-abbauenden Mikroorganismen außerhalb eines flüssigen Mediums 
im großtechnischen Maßstab unter real existierenden Bedingungen bei unterschiedlichen 
Temperaturen und unterschiedlichen Feuchtigkeitsgehalten zu untersuchen. Inwieweit bleiben 
die immobilisierten Zellen unter diesen Bedingungen einsatzfähig und bspw. für einen 
Havariefall aktiv? 
Neben einem Einsatz zur Entfernung von Schadstoffen bietet die Sol-Gel-Technik vor allem 
auch interessante Ansatzpunkte für die Entwicklung von Ganzzellsensoren zur Detektion von 
Schadstoffen. Hierbei spielt die Entwicklung von Verfahren zur gezielten 
Ablage/Immobilisierung von unterschiedlichen Zelltypen in definierten Arrays auf einem 
gemeinsamen Träger (in Analogie zu bspw. DNA-Chips) eine entscheidende Rolle für die 
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Weiterentwicklung der Analysetechniken. Durch die Entwicklung von stabilen Multispezies-
Testsystemen und flexiblen, tragfähigen Biosensoren könnten so konventionelle chemisch-
physikalische Analysemethoden, die vergleichsweise teuer sind und große Geräte benötigen, 
teilweise ersetzt und die Bestimmung des Schadstoffgehaltes von Umweltproben und 
Abwässern nicht extern in einem Labor, sondern direkt vor Ort durchgeführt werden. 
Die Nutzung von Drucktechniken für die definierte Ablage von Zell-Arrays mittels 
klassischer SiO2-Sole wird jedoch durch das schnelle Gelieren einmal neutralisierter SiO2-
Sole erschwert. Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Verfahren zur 
Erzeugung von Alginat/SiO2-Hybridmaterialen konnte leicht für die Anwendungen von 
Drucktechniken angepasst werden. Da als Drucklösung eine Suspension aus Na-Alginat und 
den zu immobilisierenden Zellen verwendet wurde, konnten Viskositätsänderungen während 
des Druckprozesses ausgeschlossen werden. Erst anschließend wurden die abgelegten Spots 
mittels amino-funktionalisiertem SiO2-Sol geliert. Zur Evaluierung der Anwendbarkeit des 
entwickelten Druckverfahrens für Biosensorapplikationen wurde die Grünalge C. vulgaris als 
Modell-Sensororganismus erfolgreich immobilisiert. Um das Potenzial des hier vorgestellten 
Verfahrens zur Nutzung von Drucktechnik zur Zellimmobilisierung voll ausnutzen zu können, 
sollte in zukünftigen Arbeiten die Entwicklung von Multispezies-Testsystemen und die 
Möglichkeit der Ablage von verschiedenen Arten von Zelltypen nebeneinander auf einem 
gemeinsamen Träger näher untersucht werde. Auf diese Weise würde es bspw. möglich 
werden, mit Hilfe von ökosystemrelevanten Mikroorganismen (z. B. verschiedene, in den 
Zielgewässern vorkommenden Gruppen von Mikroalgen und photosynthetisierenden 
Bakterien) den ökotoxikologischen Zustand von Umweltproben und Abwässern schnell zu 
beurteilen und den Einfluss auf unterschiedliche Spezies gleichzeitig, parallel zu erfassen. Mit 
Hilfe von resistenten und sensiblen Mutanten bzw. gentechnisch maßgeschneiderten 
Mikroorganismen könnten zudem Selektivität und Empfindlichkeit erhöht werden und auf 
diese Weise auch Einzelstoffe bzw. Schadstoffgruppen nachgewiesen werden. Vor allem bei 
der Nutzung von rekombinanten Zellen muss jedoch ein Austritt lebender Zellen aus dem 
Sensor in die Messumgebung verhindert werden, um auch in konventionellen 
Arbeitsumgebungen sowie in offenen technischen Systemen den Sicherheitsstandard S1 zu 
gewährleisten. In zukünftigen Arbeiten sollten somit Strategien entwickelt werden, um 
austretende Zellen sicher zu detektieren und diese irreversibel und vollständig zu inaktivieren. 
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A Medienzusammensetzung und Kultivierungsbedingungen 
A.1 Aquincola tertiaricarbonis L108 
[siehe auch Pannier et al. 2010] 
 
A.1.1 Stammhaltung 
Da der Stamm A. tertiaricarbonis L108 bei Kultivierung auf Agar-Platten seine 
Abbaufähigkeit bezüglich MTBE verliert, erfolgte die Stammhaltung in 120 ml Headspace-
Flaschen und 25 ml Mineralsalzmedium (MSM) welches 50 mg L-1 MTBE als alleinige 
Kohlenstoffquelle enthielt. In regelmäßigen Abständen würde die Abbauaktivität bezüglich 
MTBE untersucht. Das MSM-Medium sowie die MTBE-Stammlösung wurden sterilfiltriert. 
 
Tabelle 7: Zusammensetzung Mineralsalzmedium                                       Tabelle 8: Vitaminlösung  
Substanz Konzentration 
NH4Cl 760 mg L
-1 
KH2PO4  340 mg L
-1 
K2HPO4  485 mg L
-1 
CaCl2·6H2O    27 mg L
-1 
MgSO4·7H2O  71.2 mg L
-1 
FeSO4·7H2O  4.98 mg L
-1 
CuSO4·5H2O 0.785 mg L
-1 
CoCl2        5 mg L
-1 
MnSO4·4H2O    0.81 mg L
-1 
ZnSO4·7H2O     0.44 mg L
-1 
Na2MoO4·2H2O     0.25 mg L
-1 
Vitaminlösung           1 mL L-1 
 
 
A.1.2 Biomasseanzucht für Zellimmobilisierung 
Da der Stamm A. tertiaricarbonis L108 ein sehr langsames Wachstum auf dem für die 
Stammhaltung und für die Abbauversuche verwendetem MSM-Medium zeigte, wurde zur 
Gewinnung der notwendigen Biomasse für die Zellimmobilisierung dieser Stamm bei 25 °C 
auf  Vollmedium (Standard Nährmedium I, Carl Roth) angezogen. 
 
Substanz Konzentration 
Biotin 20 mg  L-1 
Folsäure 20 mg  L-1 
Pyridoxine-HCl 50 mg  L-1 
Thiamine-HCl 50 mg  L-1 
Riboflavin 50 mg  L-1 
DL-Ca-Pantothenate 50 mg  L-1 
P-Aminobenzoesäure 50 mg  L-1 
Liponsäure 50 mg  L-1 
Cobalamin 50 mg  L-1 
III 
 
Tabelle 9: Zusammensetzung Standard Nährmedium I 
Substanz Konzentration 
Pepton        15 g L-1 
Hefeextrakt 3 g L-1 
NaCl 6 g L-1 
D(+)Glukose          1 g L-1 
 
 
A.1.3 Untersuchung der MTBE-Abbauaktivität 
Die MTBE-Abbauaktivität wurde analog zur Stammhaltung in 120 mL Headspace-Flaschen 
in 25 mL MSM-Medium und 50 mg L-1 MTBE als alleinige Kohlenstoffquelle untersucht. 
Um eine Verflüchtigung des leicht flüchtigen MTBEs zu verhindern, wurden die Headspace-
Flaschen mit Verschlusskappen mit Septen (Butyl/PFE) abgedichtet. Durch eine genügend 
große Gasphase über dem Kultivierungsmedium wurde eine ausreichende Sauerstoff-
versorgung sichergestellt. Die Kulturen wurden bei 25 °C inkubiert und in regelmäßigen 
Abständen Proben mittels Injektionsspritzen genommen (Nadeldurchmesser 0,4 mm). 1 mL 
der Probe wurde mit 9 mL voll-entsalztem Wasser, welches 2 g L-1 NaN3, enthielt verdünnt 
und anschließend bis zur Analyse mittels Gaschromatographie in 22 mL versiegelten 
Rollrandflaschen im Kühlschrank (4 °C) gelagert. Als Kontrolle dienten Proben mit 
vergifteten Immobilisaten bzw. Proben ohne Biomasse. 
 
  
IV 
 
A.2 Pseudomonas sp. ADP 
[siehe auch Pannier et al. 2014a] 
 
A.2.1 Stammhaltung 
Die Stammhaltung von P. ADP erfolgte auf Atrazin-Agarplatten bzw. in Atrazin-
Flüssigmedium bei 30 °C [120]. Die Medien enthielten 0,2% (w/v) Natriumcitrat als alleinige 
Kohlenstoffquelle und Atrazin (20 mg L-1 Flüssigmedium bzw. 150  mg L-1 Agarmedium) als 
alleinige Stickstoffquelle. Die Atrazin-Stammlösung wurde in Methanol angesetzt (20 
mg mL-1), für mehrere Stunden kräftig geschüttelt und in Dunkelheit bei Raumtemperatur 
gelagert. Die Spurenelementelösung sowie die Vitaminlösung wurden sterilfiltriert und bei 
4 °C gelagert. 
 
Tabelle 10: Zusammensetzung Atrazin-Flüssigmedium                                        Tabelle 11: Spurenelementelösung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 12: Vitaminlösung. 
 
 
 
 
 
 
 
Substanz Konzentration 
EDTA 2,5 g  L-1 
ZnSO4    5 g  L
-1 
MnSO4 x H20 1,54 g  L
-1 
FeSO4      5 g  L
-1 
CuS04 x 5 H20   0,4 g  L
-1 
Co(NO3)2 x 6 H20  0,25 g  L
-1 
Na2B407 x 10 H20      0,18 g  L
-1 
Konz. H2SO4     5 mL L
-1 
Substanz Konzentration 
KH2PO4 1,6 g L
-1  
KH2PO4 0,4 g L
-1 
MgSO4 x 7 H2O  0,2 g L
-1 
NaCl   0,1 g L-1 
CaCl2  0,02 g L
-1 
Saccharose       1 g L-1 
Natriumcitrat        1 g L-1 
Atrazinstammlösung    2,5 mg L-1 
Spurenelementelösung      20 ml L-1 
Vitaminlösung      20 ml L-1 
Substanz Konzentration 
Biotin 2 mg  L-1 
Folsäure 2 mg  L-1 
Pyridoxin-HCl     10 mg  L-1 
Thiamin-HCl 5 mg  L-1 
Nicotinamid 10 mg  L-1 
V 
 
A.2.2 Biomasseanzucht für Zellimmobilisierung 
Für die Zellimmobilisierung wurden die Zellen zunächst 3 Tage in Atrazin-Flüssigmedium 
(siehe oben) bei 30 °C und 100 rpm vorkultiviert und anschließend in Luria Broth (LB) 
Medium nach Miller [121] transferiert und über Nacht bei 30 °C weiterkultiviert.  
 
Tabelle 13: Zusammensetzung Luria Broth (LB) Medium  
Substanz Konzentration 
NaCl 10 g L-1 
Trypton 10 g L-1 
Hefeextrakt   5 g L-1 
 
A.2.3 Untersuchung der Atrazin-Abbauaktivität 
Die Untersuchung der Atrazin-Abbauaktivität der immobilisierten Zellen erfolgte unter „non-
growth conditions“ in 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,3) mit 20 mg L-1 Atrazin als alleinige 
Kohlenstoff- und Energiequelle (BPA-Atrazin Pufferlösung nach [120]) bei einer Temperatur 
von 25 °C. In regelmäßigen Abständen wurden Proben genommen und diese zunächst 8 min 
bei 10 000 g abzentrifugiert, um die Zellen zu entfernen. Anschließend wurde der Überstand 
der Proben bis zur Analyse in einer Tiefkühltruhe gelagert. Mittels High Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) bzw. UV-VIS-Spektrophotometrie wurde die Konzentration an 
Atrazin sowie dem Abbauzwischenprodukt Hydroxyatrazin bestimmt. Zudem wurde der 
Gesamt-Ammonium-Stickstoff (TAN, total ammonia nitrogen) kolorimetrisch mittels UV-
VIS-Spektrophotometrie ermittelt. 
 
  
VI 
 
A.3 Rhodococcus ruber 
[siehe auch Pannier et al. 2012a] 
 
A.3.1 Stammhaltung 
Die Stammhaltung von R. ruber erfolgte auf LB-Agar nach Miller (LB-Medium siehe Tabelle 
13)  mit 15 g L-1 Agar-Agar.  
 
A.3.2 Biomasseanzucht für Immobilisierung  
Die Biomasseanzucht erfolgte auf  LB-Medium mit Zusatz von 500 mg L-1 sterilfiltrierter 
Phenol-Lösung. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C über Nacht im Schüttler (135 rpm). 
 
A.3.3 Untersuchung der Phenol-Abbauaktivität 
Die Untersuchung des Phenolabbaus erfolgte bei 30°C in Minimalmedium nach Schlegel 
(SNL) [122] (Tabelle 14) mit Phenol in einer Konzentration von 500 mg L-1 als alleinige 
Kohlenstoffquelle. Das SNL-Medium und die Phenolstammlösung wurden sterilfiltriert.  
Um eine Verdunstung des leicht flüchtigen Phenols zu verhindern, wurden die Proben in 
250 mL Glasflaschen mit Schraubverschluss kultiviert. Als Kontrolle dienten Proben mit 
vergifteten Immobilisaten bzw. Proben ohne Biomasse.  
 
Tabelle 14: Zusammensetzung des SNL- Mediums                               Tabelle 15: Spurenelementelösung 
                                                                                                                                      
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Substanz Konzentration 
Na2HPO4 x 12 H2O     4,5 g L
-1 
KH2PO4  750 mg L
-1 
NH2Cl         1 g L
-1 
MgSO4 x 7 H2O       0,2 g L
-1 
CaCO3     20 mg L
-1 
FeSO4 x 7 H2O      20 mg L
-1 
Spurenelementelösung         1 mL L-1 
Substanz Konzentration 
H3BO3 50 mg  L
-1 
MnSO4 x 4 H2O  40 mg  L
-1 
ZnSO4 x 7 H2O  40 mg  L
-1 
Na2MoO4 x 2 H2O  24 mg  L
-1 
KJ  10 mg  L-1 
CuSO4 x 5 H2O  10 mg  L
-1 
VII 
 
A.4 Chlorella vulgaris 
[siehe auch Pannier et al. 2014b] 
 
A.4.1 Stammhaltung und Biomasseanzucht für Immobilisierung 
Sowohl Stammhaltung als auch Biomasseanzucht für die Immobilisierung erfolgte in 
½ Tamiya (Zusammensetzung siehe Tabelle 16) [123] bei 25 °C, konstanter Beleuchtung (25 
µmol Photonen m-2 s-1) und Begasung mit Umgebungsluft. 
 
Tabelle 16: Zusammensetzung ½ Tamiya-Medium  Tabelle 17: Mikroelementelösung 
 
Substanz Konzentration 
KNO3        2,5 g L-1 
MgSO4 x 7 H2O      1,25 g L-1 
KH2PO4    625 mg L-1 
FeSO4 x 7 H2O     4,5 mg L-1 
EDTA    18,6 mg L-1 
Mikroelementelösung      0,5 mL L-1 
 
A.4.2 Aktivitätsuntersuchung – Schadstoffdetektion (Atrazin) 
Das Ansprechverhalten der immobilisierten Zellen erfolgte in ½ Tamiya-Medium mit Zusatz 
des Modellschadstoffes Atrazin in unterschiedlichen Konzentrationen (0,002-10 mg L-1). Die 
Atrazin-Stammlösung wurde in dem Lösungsmittel DMSO angesetzt (10 g L-1). Die Kurzzeit-
Toxizitätstests (Inkubationszeit 1 h) fanden in 24-Well-Platten bei 20 °C unter konstanter 
Beleuchtung (40 µmol Photonen m-2 s-1) statt. Die Proben wurden bei 100 rpm geschüttelt. 
 
 
 
 
 
 
Substanz Konzentration 
H3BO3       2,86 g L-1 
MnCl2 x 4 H2O       1,81 g L-1 
ZnSO4 x 7 H2O     220 mg L-1 
MoO3       18 mg L-1 
NH4VO3       23 mg L-1 
